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RESUMEN 
 
Los aminoácidos son fundamentales para la supervivencia y el desarrollo de 
bacterias. Son las principales fuentes de nitrógeno y están implicados en la producción 
de energía, el control del pH intracelular y la regeneración de cofactores. Además, son 
los precursores de una larga variedad de compuestos volátiles en Lactococcus lactis, y 
por ello, diversas enzimas son consideradas clave para su formación, como 
aminotransferasas, deshidrogenasas, liasas y decarboxilasas, entre otras. Estas 
enzimas están reguladas por diferentes mecanismos en respuesta a la disponibilidad 
de sustratos, así como por sistemas de regulación globales que actúan a nivel 
transcripcional. En este sentido, los aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) 
parecen tener un papel regulatorio clave en L. lactis, ya que son esenciales para la 
síntesis de proteínas, además de actuar de precursores de importantes compuestos 
volátiles. La presencia de ciertas enzimas no garantiza un determinado impacto en el 
aroma, por lo que se considera necesario estudiar el nivel de actuación de esas 
enzimas para conseguirlo, abordando estudios sobre su expresión que integren las 
observaciones fenotípicas con los análisis genómicos y transcriptómicos. Sólo así se 
podrá conocer la diversidad intra e interespecie existente en las bacterias lácticas. 
El objetivo de este trabajo ha sido evaluar la influencia de diversos mecanismos 
de regulación en la expresión de enzimas del metabolismo de aminoácidos y su 
relación en el control de la formación de compuestos volátiles en L. lactis.  
Basados en la capacidad que presentan las estirpes naturales de L. lactis para 
crecer con bajos requerimientos nutricionales, sobre todo de aminoácidos, se estudió 
en L. lactis IFPL730 el efecto del contenido en BCAAs en el medio de crecimiento sobre 
la expresión de genes que están relacionados con la conversión de aminoácidos y la 
formación de compuestos del aroma (araT, bcaT, kivD, ytjE y panE) por transcripción 
inversa y PCR a tiempo real, y la formación de esos compuestos volátiles por SPME y 
GC-MS. La carencia o ausencia de BCAAs en el medio de crecimiento determinó 
cambios en la expresión de esos genes probablemente asociados al mecanismo de 
regulación mediado por el regulador global del metabolismo del nitrógeno CodY. Los 
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cambios genéticos en esas condiciones de crecimiento repercutieron en el perfil de 
compuestos volátiles detectados durante el crecimiento de L. lactis IFPL730  
Con objeto de caracterizar la respuesta en el metabolismo de aminoácidos de L. 
lactis a la carencia de isoleucina en el medio de crecimiento se realizó un estudio que 
abarcaba análisis genómicos y transcriptómicos. En primer lugar, el análisis genómico 
se realizó para investigar la organización del genoma de L. lactis IFPL730 mediante 
hibridación genómica comparativa (CGH) utilizando un microchip con los genomas de 
L. lactis IL1403 y L. cremoris SK11, que sirvieron para determinar diferencias en los 
patrones de expresión entre las estirpes. El análisis por CGH mostró la variabilidad 
genética existente entre tres cepas de L. lactis, revelando la diversidad de genes y 
regiones intergénicas. Además, con el análisis de la identidad de secuencia se 
comprobó que el genoma de L. lactis IFPL730 está más próximo al de L. lactis IL1403 
que al de L. cremoris SK11. En segundo lugar, la respuesta a la carencia de isoleucina 
fue llevada a cabo mediante un estudio transcriptómico con microchips sobre dos 
cepas de L. lactis (IL1403 e IFPL730) en diferentes etapas del crecimiento. Se mostró 
una diversa variabilidad en la expresión de genes implicados en la hidrólisis de 
péptidos y el transporte de péptidos y aminoácidos en respuesta a la ausencia de 
isoleucina. También se estudió la expresión variable de genes involucrados en la 
biosíntesis de isoleucina en las dos estirpes y en diferentes estados celulares. Además, 
se observó la existencia de un complejo mecanismo que regulaba la carencia de 
isoleucina en L. lactis, implicando a varios reguladores y conectando el metabolismo 
del nitrógeno y del carbono.  
La región promotora del gen kivD de L. lactis IFPL730 posee dos presuntas 
secuencias consenso de promotores con polaridad divergente, una en dirección al gen 
kivD y la otra en la dirección opuesta delante de un operón compuesto por los genes 
rmaF y rlrC. Además, presenta una secuencia de reconocimiento para la unión con el 
regulador CodY (caja CodY) entre las regiones -10 y -35 del promotor PKivD, además de 
una secuencia repetida inversa cerca de la región -35 del promotor PRmaF-RlrC. Con 
objeto de caracterizar los mecanismos genéticos relacionados con la regulación de esta 
región promotora divergente se procedió a la fusión transcripcional de dicha región en 
un vector de expresión en L. lactis, que se construyó para la realización de este estudio 
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con los genes que codifican las proteínas autofluorescente roja (mRFP) y verde (GFP), 
organizados en sentido divergente. Los resultados obtenidos han mostrado que los 
reguladores RmaF y RlrC reprimen la expresión de la región promotora del gen kivD en 
un mecanismo independiente del contenido en aminoácidos y péptidos en el medio de 
crecimiento. Se comprobó que la expresión de la región promotora del gen kivD 
dependía de la presencia de la secuencia de la caja CodY y de la secuencia repetida 
inversa. Además, ambas estructuras participan en la regulación por el regulador CodY 
mediada por el contenido en BCAAs en el medio de crecimiento. 
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Capítulo 1 
Introducción general 
 
En los países industrializados se utilizan de forma generalizada cultivos 
iniciadores para la elaboración de productos fermentados. Concretamente, para la 
elaboración de quesos y leches fermentadas, la industria láctea utiliza cultivos de 
composición fija o variable que aseguran una homogeneidad aceptable en la calidad de 
los productos y mejoran considerablemente su seguridad.  
El queso es un ecosistema complejo en cuya evolución intervienen una serie de 
factores externos, como las técnicas empleadas en el proceso de fabricación y las 
condiciones de maduración, y factores intrínsecos, como la composición fisicoquímica 
y las interacciones que tienen lugar entre las diferentes poblaciones de 
microorganismos que lo componen. Durante la maduración del queso tiene lugar el 
mayor número de reacciones bioquímicas e interacciones de la microbiota presente, 
siendo durante este proceso cuando se van a generar la mayor parte de las 
características deseables del producto, como son el sabor y el aroma (Peláez y 
Requena, 2005). 
Durante las dos últimas décadas se ha generado gran cantidad de información 
referente a la aceleración en el desarrollo de las características organolépticas de los 
quesos, pudiéndose obtener productos de características sensoriales uniformes en un 
periodo corto de tiempo. No obstante, en la actualidad el consumidor no se conforma 
con productos seguros y de calidad aceptable, sino que demanda una oferta 
diversificada de productos que cumplan los más altos estándares de calidad 
organoléptica. Para conseguir esto, es necesario el diseño de tecnologías que permitan 
explotar al máximo el potencial de las bacterias lácticas en la formación de 
compuestos volátiles y en proporciones que establezcan un balance correcto para el 
desarrollo del aroma en queso. En este contexto, la maquinaria enzimática de 
bacterias lácticas implicada en el catabolismo de aminoácidos hasta la formación de 
potentes compuestos volátiles juega un papel fundamental. 
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1.1. Cultivos iniciadores 
Los cultivos iniciadores en la industria láctea se definen como cultivos de una o 
varias cepas pertenecientes a una o varias especies de bacterias que se utilizan para 
inocular leche cruda o pasterizada con objeto de iniciar una fermentación.  
Los cultivos iniciadores constituyen en la actualidad una parte importante de una 
industria plenamente desarrollada y son en muchas ocasiones condición indispensable 
para la fabricación de gran variedad de productos lácteos fermentados. Aunque pueden 
estar constituidos por diferentes tipos de microorganismos, el grupo más importante está 
integrado casi exclusivamente por bacterias lácticas (BAL) pertenecientes a los géneros 
Lactococcus, Lactobacillus y Leuconostoc. Además de las bacterias lácticas, en algunas 
ocasiones se añaden a los fermentos para la fabricación de queso, los llamados cultivos 
secundarios o adjuntos, constituidos también por bacterias o por mohos y levaduras, los 
cuales actúan durante la maduración de los quesos produciendo compuestos que 
intervienen en el aspecto, aroma y bouquet de los mismos. 
La principal función de los cultivos iniciadores es la producción de ácido láctico 
por fermentación de la lactosa presente en la leche, creando unas condiciones 
favorables para: 
 Favorecer la formación de la cuajada por enzimas coagulantes. 
 Estabilizar y concentrar la cuajada favoreciendo el drenaje del suero. 
 Prevenir o inhibir el crecimiento de la flora patógena y alterante mediante 
la reducción del pH. 
 Contribuir a la formación de la textura y compuestos del sabor y aroma 
característicos. 
Además de esta función primordial de producción de ácido, los cultivos 
iniciadores desempeñan un papel fundamental en la maduración del queso y en el 
desarrollo de la textura, del aroma y del sabor, pudiendo contribuir en este último 
punto de dos formas: bien directamente, mediante la formación de diferentes 
compuestos como consecuencia de su metabolismo de carbohidratos y mediante sus 
sistemas proteolíticos y lipolíticos que actúan en el curso de la maduración de los 
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quesos, degradando las proteínas y la grasa de la leche; o bien indirectamente, 
regulando la presencia de otros microorganismos. 
Aunque los cultivos lácticos pueden clasificarse atendiendo a múltiples aspectos 
tecnológicos, como velocidad de acidificación, producción de compuestos aromáticos o 
actividad proteolítica, la clasificación más corriente se basa fundamentalmente en dos 
aspectos: atendiendo a su composición y a la temperatura de crecimiento. En este 
sentido, los cultivos iniciadores se clasifican en cultivos de una única cepa, también 
conocidos como cultivos puros (sólo contienen una cepa de una especie definida), 
cultivos de múltiples cepas de una especie, también conocidos como cultivos múltiples 
(contienen más de una cepa de la misma especie) y cultivos de varias especies o 
cultivos mixtos (contienen cepas pertenecientes a varias especies). En función de la 
temperatura óptima de crecimiento, los cultivos iniciadores se componen de bacterias 
lácticas mesófilas o termófilas. Las bacterias lácticas mesófilas pueden crecer a 
temperaturas entre 18 °C y 37 °C y las termófilas entre 30 °C y 45 °C.  
Los cultivos iniciadores mesófilos son los más utilizados en la industria quesera, 
así como en la fabricación de nata ácida, mantequilla, etc. Estos cultivos pueden 
contener cepas de L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis 
biovar diacetylactis y Leuconostoc. Por otro lado, los cultivos termófilos se utilizan en la 
fabricación de quesos de pasta cocida, suizos e italianos, como Emmental, Gruyère, 
Parmesano, etc., en los que se alcanzan temperaturas de cocción de la cuajada muy 
elevadas (50-55 °C). Las especies que pueden componer los cultivos termófilos son 
Streptococcus thermophilus y diferentes especies de lactobacilos como Lactobacillus 
delbrueckii subsp. lactis, L. helveticus y L. fermentum, además de L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus, en el caso de quesos suizos.  
  
1.2. Aspectos metabólicos de la maduración del queso 
Un queso es un sistema muy complejo donde se establecen múltiples 
equilibrios y se entrecruzan numerosas rutas de degradación y síntesis. Pequeñas 
modificaciones ambientales e intrínsecas pueden producir desplazamientos del 
equilibrio de las diversas reacciones implicadas, lo que constituye el fundamento 
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científico de algunas de las manipulaciones a las que se someten la cuajada y el propio 
queso en la industria alimentaria.  
En el curso de la maduración se van acumulando diferentes clases de 
compuestos (aminas, aldehídos, cetonas, ácidos grasos libres, etc.) que contribuyen al 
aroma (Mülder, 1952). Estos compuestos, generalmente ausentes o en baja 
concentración en la cuajada, surgen como consecuencia de las transformaciones 
sufridas por los componentes mayoritarios de la leche (lactosa, lípidos, sobre todo los 
triglicéridos, y proteínas, especialmente las caseínas) (Fig. 1.1). Todas estas 
transformaciones están catalizadas por enzimas de diversa procedencia: unas llegan al 
queso directamente de la leche de cuya composición normal forman parte, algunas 
son añadidas en el procesado del queso, y otras son enzimas extra e intracelulares de 
origen microbiano. 
 
 
Figura 1.1. Transformación de los constituyentes mayoritarios de la leche en compuestos aromáticos. La 
degradación de las caseínas en aminoácidos y la posterior conversión de éstos, constituye la principal vía 
de formación de compuestos volátiles en la mayoría de los quesos. Adaptado de Hugenholtz y van 
Hylckama Vlieg (2007). 
 
Sin negar la importancia que realmente tienen los procesos de síntesis que dan 
lugar a muchas de las sustancias que contribuyen al aroma, es, sin embargo, indudable 
que la maduración del queso comienza con fenómenos hidrolíticos, normalmente 
agrupados en tres categorías: (i) metabolismo de la lactosa y del citrato; (ii) hidrólisis 
de triglicéridos y metabolismo de los ácidos grasos; (iii) degradación de caseínas a 
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péptidos y a aminoácidos libres, que actúan de sustratos para reacciones catabólicas 
que derivan en la formación de compuestos aromáticos (Fig. 1.1).  
 
1.2.1. Glicólisis 
La acidificación de la leche y la cuajada ocurre merced a la producción de ácido 
láctico a partir de la lactosa por las bacterias lácticas. Esta acidificación va a acelerar la 
coagulación de las caseínas durante el proceso de elaboración y va a favorecer la 
sinéresis (expulsión del suero de la cuajada). Como producto intermediario se genera 
piruvato, que puede ser alternativamente convertido en varios componentes 
aromáticos de cadena corta como diacetilo, acetoína y acetaldehído (Smit et al., 
2005a).  
Por otra parte, aunque la leche contiene bajos niveles y la mayoría se pierde 
con el suero, el citrato puede ser metabolizado (sólo por BAL capaces de transportar 
citrato al interior celular) y generar compuestos aromáticos como diacetilo, acetoína y 
2,3-butanodiol (Marilley y Casey, 2004).  
 
1.2.2. Lipólisis 
 La primera transformación sufrida por la grasa es la hidrólisis de triglicéridos, 
con liberación de ácidos grasos que se acumulan en el medio contribuyendo al aroma 
final, o se transforman en otras sustancias igualmente aromáticas, como metilcetonas, 
alcoholes secundarios, ésteres y lactonas. La contribución de las BAL a este proceso es 
poco relevante ya que poseen una escasa actividad lipolítica, que recae 
fundamentalmente sobre los triglicéridos con ácidos grasos de cadena corta y sobre 
mono- y diglicéridos. Además, actividades lipolíticas altas son indeseables en quesos, 
puesto que pueden originar procesos de rancidez (Collins et al., 2003). A pesar de ello, 
en algunos casos la microbiota secundaria, compuesta predominantemente por mohos 
y levaduras, es responsable de una masiva liberación de ácidos grasos y de su 
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transformación en compuestos altamente aromáticos, como ocurre en los quesos tipo 
Camembert y Roquefort (Smit et al., 2005a). 
1.2.3. Proteólisis  
 La proteólisis que ocurre durante la maduración del queso es un fenómeno de 
gran relevancia, ya que afecta de una forma muy acusada tanto a la textura como al 
sabor y aroma (Fox et al., 1996). Este proceso comienza con la hidrólisis de las caseínas 
a cargo principalmente de la quimosina y de las proteinasas de la leche. Las BAL 
utilizadas como cultivos iniciadores participan principalmente en los fenómenos 
proteolíticos secundarios, es decir, en la degradación de los péptidos que se acumulan 
como resultado de la hidrólisis primaria de las caseínas (Law et al., 1992). Gracias a la 
gran variedad de peptidasas que poseen las BAL (Fox et al., 1996), estos péptidos serán 
transformados en aminoácidos que pueden, junto a los compuestos generados 
durante la glicólisis y lipólisis, participar por sí mismos en el sabor o quedar en el 
medio dispuestos para iniciar transformaciones catabólicas posteriores (Tabla 1.1).  
Una vez que la lactosa se agota, los aminoácidos constituyen las únicas 
moléculas disponibles para las bacterias no lipolíticas para obtener energía (ATP), 
carbono, nitrógeno y azufre, produciendo a su vez compuestos con impacto en el 
aroma final (Urbach, 1993). Por lo tanto, la conversión de aminoácidos representa un 
proceso dual: constituye un mecanismo de supervivencia de las bacterias y supone a la 
vez el desarrollo de compuestos que influyen en el aroma y sabor del producto. 
 
1.2.3.1. Sistema proteolítico de bacterias lácticas 
En general, las bacterias lácticas son microorganismos muy dependientes en 
cuanto a sus requerimientos nutricionales, necesitando obligatoriamente la presencia 
de aminoácidos libres en el medio (Chopin, 1993). Esta auxotrofía es cepa-
dependiente, variando las necesidades en el rango de 4-14 aminoácidos diferentes. La 
concentración de aminoácidos libres en la leche no es suficiente para el óptimo 
crecimiento celular de estos microorganismos. Por esta razón, las BAL poseen un 
complejo sistema proteolítico que implica la acción concertada de proteinasas y 
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peptidasas en la hidrólisis de la caseína de la leche hasta el nivel de aminoácidos 
esenciales necesarios para su desarrollo celular, contribuyendo a su vez en la 
formación de aroma (Law y Mulholland, 1995) (Tabla 1.1). El sistema proteolítico 
mejor estudiado entre todas las BAL es el del género Lactococcus (Kunji et al., 1996; 
Siezen, 1999).  
 
Tabla 1.1. Compuestos del aroma derivados de la conversión de aminoácidos (Requena y Peláez, 2007). 
Aminoácido Metabolito Descripción del aroma 
 
Leucina 
3-Metilbutanal (isovaleraldehído) Malta, queso, chocolate 
3-Metilbutanol Malta, alcohol, queso fresco 
Ácido 3-Metilbutanoico (isovalerato) Sudor, queso fuerte, pútrido, rancio 
Isoleucina 
2-Metilbutanal Malta, queso, chocolate 
2-Metilbutanol  Malta, alcohol 
Ácido 2-metilbutanoico  Sudor, queso fuerte, pútrido 
Valina 
2-Metilpropanal  Malta, queso, plátano, chocolate 
2-Metilpropanol  Malta, alcohol 
Ácido 2-Metilpropanoico (isobutirato)  Sudor, rancio, ácido 
Fenilalanina 
Fenilacetaldehído  Floral, rosa 
Feniletanol  Floral, rosa, miel 
Ácido fenilacético  Miel 
Benzaldehído  Aceite de almendra amarga, cereza dulce 
Ácido feniletilacético  Floral, pasto 
Tirosina 
Ácido hidroxifenilacético  
p-Cresol  Medicinal 
Fenol  Medicinal 
Triptófano 
Escatol (3-metil indol) Naftalina, fecal 
Indol  Pútrido, mohoso 
Metionina 
Metional (3-metilpropional)  Patata cocida, azufre 
Metionol (3-metilpropionol) Patata 
Ácido metiltiopropiónico  
Metanotiol Col cocida, ajo, cebolla, azufre 
Dimetildisulfuro  Col, ajo, queso maduro 
Dimetiltrisulfuro  Ajo, pútrido, col 
Dimetilsulfido  Col, ajo, azufre 
Ácido metiltioacético  
Ácido aspártico 
Diacetilo (2,3-butanodiona)  Mantequilla, nuez 
Acetoína (3-hidroxi-2-butanona) Mantequilla, leche ácida 
Ácido acético  Vinagre, agrio, ácido 
 
Los componentes del sistema proteolítico pueden agruparse en tres categorías: 
(i) una proteinasa de pared celular que cataliza la formación de oligopéptidos por 
degradación de la caseína; (ii) sistemas específicos para el transporte de di-, tri- y 
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oligopéptidos a través de la membrana celular; (iii) peptidasas intracelulares 
responsables de la degradación última de los péptidos a aminoácidos. Un esquema del 
sistema proteolítico de las bacterias lácticas se representa en la figura 1.2.  
 
Figura 1.2. Esquema general de los procesos de proteólisis y transporte de péptidos y aminoácidos en 
bacterias lácticas. Adaptado de Poolman et al. (1995). 
 
 (i) Proteinasa de pared celular. La hidrólisis de las caseínas por BAL se inicia 
mediante una proteinasa extracelular asociada a la pared celular (Savijoki et al., 2006). 
La proteinasa se sintetiza como una pre-pro-proteína de aproximadamente 2000 
residuos aminoacídicos conteniendo varios dominios funcionales (Siezen, 1999; 
Fernández-Esplá et al., 2000). Una vez que es transportada al exterior celular a través 
de la membrana, la proteína permanece anclada a la misma por la zona C-terminal y se 
activa mediante hidrólisis de la pro-secuencia. La enzima madura es una proteína 
monomérica del tipo serínproteasa con una masa molecular aproximada de 200 kDa. 
Para el género Lactococcus se distinguen varios tipos de proteinasas (PrtPs) en base a 
los diferentes perfiles de degradación de αSI-, β- y κ-caseínas, las proteinasas PI y PIII 
(Kunji et al., 1996). A su vez, las PrtPs pueden ser clasificadas en siete grupos (a, b, c, d, 
e, f y g) en función de la especificidad de hidrólisis frente al fragmento αSI-CN (fl-23) 
(Kunji et al., 1996). La proteinasa de pared da lugar a la formación de diferentes 
oligopéptidos, principalmente de entre 4-8 residuos, que contienen todos los 
aminoácidos esenciales para el crecimiento de estas bacterias y que son transportados 
al interior celular (Juillard et al., 1995).  
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(ii) Sistemas de transporte de di-, tri- y oligopéptidos y aminoácidos. Para la 
hidrólisis última hasta aminoácidos, los productos de la hidrólisis inicial de las caseínas 
deben ser trasladados al interior celular a través de distintos sistemas de transporte. 
Los sistemas descritos hasta el momento en Lactococcus se pueden dividir en las 
siguientes categorías: 
 Sistemas de transporte de aminoácidos, que exhiben una alta 
especificidad frente a aminoácidos estructuralmente similares. Algunos 
utilizan la hidrólisis del ATP como fuente de energía (Glu, Gln, Asn y 
Asp), otros la fuerza motriz de protones (Ala, Ser, Leu, Val, Ile y Lys), 
mientras que otros actúan a través de un gradiente de concentración 
(Arg/Orn, His/Hin, Tyr/Tyn y Asp/Ala) (Ganesan y Weimer, 2007).  
 Sistema de transporte de di- y tripéptidos hidrofílicos (DtpT), que actúa 
bajo la fuerza motriz de protones.  
 Sistema de transporte de di- y tripéptidos hidrofóbicos (Dpp), que 
requiere la hidrólisis de ATP. 
 Sistema de transporte de oligopéptidos, que utiliza la hidrólisis del ATP y 
está formado por cinco tipos de proteínas: una proteína de unión a los 
péptidos que van a ser transportados (OppA), dos proteínas integradas 
en la membrana (OppB y OppC) y dos proteínas del tipo ABC -ATP 
Binding Cassette- (OppD y OppF) (Doeven et al., 2005).  
 
(iii) Sistema peptidásico. El sistema peptidásico descrito en BAL está compuesto 
por distintas enzimas (Fig. 1.3) cuyas características relativas a especificidad, 
localización celular y papel que desempeñan en la degradación última de los péptidos 
han sido ampliamente estudiadas (Kunji et al., 1996; Law y Haandrikman, 1997; Siezen 
et al., 2002). Dependiendo del mecanismo de acción pueden dividirse en: 
endopeptidasas (PepO, PepE y PepF), aminopeptidasas (PepN, PepC, PepA y PepL), 
carboxipeptidasas, di- y tripeptidasas (PepV y PepT) y peptidasas específicas de prolina 
(PepX, PepI, PepP, PepQ y PepR).  
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Figura 1.3. Especificidad de la hidrólisis de las peptidasas en bacterias lácticas. Adaptado de Gobetti et 
al., 2007. 
 
1.3. Catabolismo de aminoácidos: rutas y actividades enzimáticas 
El catabolismo de los aminoácidos representa para las bacterias lácticas la 
generación de ATP, carbono, azufre y nitrógeno para los procesos fisiológicos. Además, 
se considera el principal proceso para el desarrollo de compuestos aromáticos durante 
la maduración de queso (McSweeney y Sousa, 2000). Los aminoácidos de cadena 
ramificada (Leu, Ile, Val), la metionina y los aminoácidos aromáticos (Phe, Tyr, Trp) son 
los principales precursores de compuestos del aroma (Tabla 1.1), de tal forma que 
controlar su catabolismo supondría controlar el desarrollo del aroma en queso.  
Se han descrito varios procesos de conversión de aminoácidos, incluyendo 
tanto mecanismos enzimáticos como no enzimáticos (Visser, 1993). De forma general, 
se pueden distinguir principalmente dos rutas catabólicas (Fig. 1.4). La primera de ellas 
es iniciada por la actividad de una enzima aminotransferasa que transfiere el grupo 
amino de un aminoácido a un α-cetoácido. Los α-cetoácidos producidos por la 
transaminación de los aminoácidos serán degradados a otros compuestos bien por 
reacciones químicas o bien por reacciones enzimáticas. La segunda ruta comienza con 
la actividad de una enzima liasa, catalizando una  reacción de eliminación. Esta ruta es 
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particularmente importante para el catabolismo de los aminoácidos aromáticos y la 
metionina (Smit et al., 2005a).  
 
 
 
Figura 1.4. Esquema general de las principales rutas catabólicas que participan en la conversión de 
aminoácidos durante la maduración de queso. AT, aminotransferasa; HA-DH,  hidroxiácido 
deshidrogenasa; α-Cetoácido DC, α-cetoácido decarboxilasa; α-Cetoácido DH, α-cetoácido 
deshidrogenasa; Alc DH, alcohol deshidrogenasa; AldDH, aldehído deshidrogenasa; Est, esterasa; MGL, 
metionina γ-liasa; CGL, cistationina γ-liasa; CBL, cistationina β-liasa; TPL, tirosina-fenol liasa; TIL, 
triptófano-indol liasa; DMDS, dimetildisulfuro; DMTS, dimetiltrisulfuro; línea discontinua, degradación 
no enzimática. Adaptado de Yvon y Rijnen, 2001. 
 
 
Durante la maduración del queso se dan cita varios factores, como baja 
temperatura, pH ácido, alto contenido en sal y ausencia de lactosa, que hacen que las 
bacterias lácticas activen el catabolismo de aminoácidos, siendo el dominante en la 
fase final de maduración (Christensen et al., 1999; Tamman et al., 2000). Además, los 
procesos catabólicos que ocurren dependen tanto del género bacteriano y su fisiología 
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como de procesos metabólicos específicos (Ganesan et al., 2004a y b). Es por ello que 
la capacidad de formación de compuestos volátiles de las bacterias lácticas sea 
considerado como un proceso cepa-dependiente (Seefeldt y Weimer, 2000; Yvon y 
Rijnen, 2001; Ganesan et al., 2004a). 
 
1.3.1. Ruta catabólica iniciada por una actividad aminotransferasa: ruta de 
degradación de los α-cetoácidos 
Ácido isovalérico, 2-metilbutanol, 3-metilbutanal y benzaldehído son ejemplos 
de compuestos aromáticos generados en esta ruta, que es iniciada por una 
aminotransferasa, que degrada los aminoácidos a α-cetoácidos. En la tabla 1.2 se 
muestran los compuestos generados por esta vía a partir de los aminoácidos 
relevantes en la formación de aroma. En los siguientes apartados será detallada cada 
una de las actividades enzimáticas implicadas en esta ruta (Figura 1.5). 
 
Tabla 1.2. Nombre y naturaleza química de los principales compuestos derivados del catabolismo de 
aminoácidos a través de la ruta iniciada por una aminotransferasa. Adaptado de Smit et al., 2005a. 
 
Aa Cetoácido Aldehído Alcohol Ácido carboxílico Éster 
 
Leu α-Ceto- 
isocaproato 
3-metilbutanal 3-metilbutanol Ác. 3-metilbutírico Etil-3-metil- 
butanoato 
Ile α-Ceto- 
3-metilpentanoato 
2-metilbutanal 2-metilbutanol Ác. 2-metilbutírico   
Val α-Ceto- 
isovalerato 
2-metilpropanal 2-metilpropanol Ác. 2-metil 
propanoico 
Etilisobutanoato 
Phe Fenilpiruvato Fenilacetaldehído 
benzaldehído 
Feniletanol  
Fenilmetanol 
Ác. Fenilacético 
Ác. benzoico 
Feniletilacetato 
Etilbenzoato  
Tyr Hidroxi- 
fenilpiruvato 
Hidroxi- 
fenilacetaldehído 
Hidroxi- 
feniletanol 
Ác. Hidroxi- 
fenilacético 
p-cresol, fenol 
Trp Indole-3-piruvato Indol-3- 
acetaldehído 
Triptofol  Indol-3-acetato  
Met 
 
α-Ceto- 
metiltiobutirato 
Metional Metiltiopropanol Ác. metiltio- 
butírico 
Etilmetiltio- 
propionato 
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Figura 1.5. Esquema de la ruta de 
degradación de los α-cetoácidos. 
Adaptado de Liu et al. (2008) y Smit 
et al. (2009).  
Claves numéricas: 
1, aminotransferasa 
2, glutamato deshidrogenasa 
3, hidroxiácido deshidrogenasa 
4, α-cetoácido deshidrogenasa 
5, α-cetoácido decarboxilasa 
6, alcohol deshidrogenasa 
7, aldehído deshidrogenasa 
8, esterasa 
 
 
 
 
1.3.1.1. Actividad Aminotransferasa  
La transaminación de aminoácidos por bacterias lácticas es una etapa clave en 
su conversión hasta compuestos volátiles. En la reacción de transaminación, el 
aminoácido se transforma en α-cetoácido y el aceptor del grupo amino, 
principalmente el α-cetoglutarato, en glutámico (Yvon et al., 1999). La reacción se 
cataliza reversiblemente por aminotransferasas dependientes de piridoxal-5-fosfato. 
 En el genoma de L. lactis IL1403 se han anotado 12 posibles aminotransferasas 
(Bolotin et al., 2001), algunas de las cuales están aún sin caracterizar. La actividad 
aminotransferasa de aminoácidos de cadena ramificada BcaT de L. lactis se ha 
caracterizado por Yvon et al. (2000) y la de aminoácidos aromáticos AraT por Yvon et 
al. (1997) y Gao y Steele (1998). Estas aminotransferasas presentan una cierta 
preferencia por determinados aminoácidos. Se ha descrito que la AraT es activa frente 
a aminoácidos aromáticos, principalmente fenilalanina y en mucha menor medida, 
leucina y metionina (Rijnen et al. 1999a; 2003). Por otro lado, la BcaT es activa frente a 
los tres aminoácidos de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina) y en menor 
medida, metionina (Rijnen et al., 2003). El sustrato de mayor afinidad de la BcaT es 
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isoleucina y se solapa con la AraT en su actividad frente a leucina y metionina. Debido 
al elevado número de aminotransferasas en L. lactis (Bolotin et al., 2001) y a la 
capacidad que tienen de utilizar varios sustratos resulta algo complejo asignar un 
sustrato específico a cada una de ellas. 
El papel individual de las aminotransferasas de L. lactis en el catabolismo de 
aminoácidos sólo se conoce parcialmente. Se han llevado a cabo mutaciones en los 
genes que codifican las enzimas para estudiar el impacto de determinadas 
aminotransferasas sobre la conversión de aminoácidos. La inactivación de ambos 
genes, araT y bcaT, tanto separadamente como en conjunto (Rijnen et al., 1999b; Yvon 
et al., 2000; Rijnen et al., 2003), ha permitido demostrar la importancia de estas 
aminotransferasas en la producción de compuestos aromáticos en sistemas modelos 
de queso. Además se pudo demostrar con esos trabajos que tanto AraT como BcaT son 
esenciales para la formación de compuestos volátiles derivados de aminoácidos 
aromáticos y de cadena ramificada (“branched chain amino acids”, BCAAs) y que 
participan de manera importante en la formación de compuestos volátiles azufrados.  
La reacción de transaminación es posible gracias a la presencia de un aceptor 
de grupos amino. El α-cetoglutarato es el α-cetoácido aceptor con el que tienen más 
afinidad las aminotransferasas, aunque hay otros α-cetoácidos que también pueden 
ser utilizados como aceptores (Weimer, 2007), como son piruvato y oxalacetato; sin 
embargo, en estos dos últimos casos las actividades aminotransferasas son menores 
que con el α-cetoglutarato (Yvon et al., 1997; Yvon et al., 2000). Además de ser el 
sustrato con mayor afinidad, se ha demostrado que el α-cetoglutarato es el factor 
limitante de la actuación de las aminotransferasas. Ensayos realizados en pastas de 
quesos han demostrado que al añadir exógenamente α-cetoglutarato, se observa un 
aumento significativo de la cantidad de compuestos aromáticos producto del 
catabolismo de los aminoácidos (Yvon et al., 1998; Banks et al., 2001). Similares 
resultados han sido obtenidos utilizando BAL con actividad glutamato deshidrogenasa 
(GDH), enzima que produce α-cetoglutarato por desaminación oxidativa del glutamato 
(Kieronczyk et al., 2003). Igualmente se ha demostrado que las aminotransferasas 
compiten por el α-cetoglutarato, de ahí que la producción de compuestos volátiles se 
vea afectada por las actividades relativas que tengan sobre determinados aminoácidos  
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(Kieronczyk et al., 2004). Por otro lado, se ha descrito que el α-cetoglutarato puede 
autodegradarse hasta ácidos grasos (Ganesan et al., 2004a), lo que limitaría aun más la 
reacción de transaminación. 
Los α-cetoácidos producidos en la reacción de transaminación se transforman 
posteriormente por vía química y/o enzimática en compuestos derivados, algunos de 
los cuales son volátiles. La formación de los α-cetoácidos es, por tanto, un factor 
limitante en la generación de estos compuestos volátiles y juega un papel clave en el 
control de la formación de aroma. Este hecho ha quedado demostrado en estudios de 
sobreexpresión de enzimas catabólicas como α-cetoácido decarboxilasa, que no han 
conducido al aumento de compuestos volátiles debido a la limitación de la presencia 
del cetoácido (Smit et al., 2005b), o en estudios de inducción de lisis bacteriana que 
han indicado el papel clave de la transaminación en las reacciones de catabolismo de 
aminoácidos (Martínez-Cuesta et al., 2006a). 
 
1.3.1.2. Actividad Glutamato Deshidrogenasa (GDH)  
Como se ha mencionado, la reacción de transaminación de aminoácidos en BAL 
requiere obligatoriamente la presencia de un aceptor de grupos amino que es 
preferentemente el α-cetoglutarato. En L. lactis, este compuesto puede producirse por 
tres rutas metabólicas, vía actividad glutamato deshidrogenasa (GDH), que lo forma a 
partir de ácido glutámico, y por otras dos rutas que requieren citrato permeasa y 
citrato liasa (Tanous et al., 2005a).  
La clasificación habitual de estas enzimas se realiza en función de sus 
especificidades metabólicas, distinguiéndose dos clases, las dependientes de NAD+ y 
aquellas dependientes de NADP+. La actividad GDH-NAD+ específica se relaciona con 
un papel fundamentalmente catabólico, mientras que la dependencia de NADP+ 
supone una implicación de la enzima en la síntesis de ácido glutámico y por tanto se 
relaciona con una función básicamente anabólica (Smith et al., 1975). 
A través de un estudio de comparación de genomas se ha observado la 
presencia del gen gdh en Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus y 
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Streptococcus thermophilus (Liu et al., 2008). Asimismo se ha descrito la actividad GDH 
en estirpes silvestres de bacterias lácticas tanto de origen vegetal como lácteo (Tanous 
et al., 2002; Gutiérrez-Méndez et al., 2008). Sin embargo, hasta los estudios de Tanous 
et al. (2002), no se había detectado la presencia del gen gdh (está ausente en el 
genoma de L. lactis IL1403) en estirpes de L. lactis empleadas en la producción de 
queso, sugiriendo la posibilidad de que el gen sólo exista en algunas cepas de la 
especie. 
El gen que codifica la actividad GDH en L. lactis NCDO1867 fue caracterizado 
por Tanous et al. (2005b), observándose que la actividad en esta estirpe silvestre se 
encontraba en un plásmido (pGdh442) formando parte del transposón Tn3. El análisis 
de la secuencia del plásmido pGdh442 ha revelado que se trata de un plásmido de gran 
tamaño que puede ser transmitido de forma natural vía movilización conjugativa, 
aunque podría no ser compatible con otros plásmidos de lactococos (Tanous et al., 
2007). Adicionalmente se ha clonado y comparado funcionalmente el gen gdh de L. 
lactis, L. plantarum y S. thermophilus (De la Plaza et al., 2005).  
A pesar de los numerosos trabajos centrados en la conversión de aminoácidos y 
su relación en la formación de aromas en quesos, todavía sigue siendo desconocida la 
prevalencia de la enzima GDH en cepas silvestres de L. lactis. 
 
1.3.1.3. Actividad Hidroxiácido deshidrogenasa 
La reducción de los α-cetoácidos producidos por transaminación da lugar a 
hidroxiácidos (Roudot-Algaron e Yvon, 1998). La reacción se cataliza a través de 
hidroxiácido deshidrogenasas (HA-DHs) dependientes de NAD(H), denominadas 
genéricamente hidroxiisocaproato deshidrogenasas, ya que el α-cetoisocaproato es su 
sustrato preferente. 
Esta actividad ha sido observada en bacterias lácticas, tanto en lactococos (Gao 
et al., 1998; Roudot-Algaron e Yvon, 1998) como en lactobacilos (Schütte et al., 1984; 
Hummel et al., 1985; Bernard et al., 1994; Yvon et al., 1998; Gummalla y Broadbent, 
1999). En particular, se ha demostrado que L. lactis produce α-hidroxiácidos a partir de 
Introducción general 
 
 
19 
 
los α-cetoácidos derivados de los aminoácidos no sólo in vitro sino también en queso 
(Yvon et al., 1998; Yvon y Rijnen, 2001).  
El análisis de los genomas de L. lactis IL1403 y MG1363 (Bolotin et al., 2001; 
Wegmann et al., 2007) mostraron que L. lactis poseía varias HA-DHs, presentando 
homología con otras HA-DHs de otras bacterias lácticas. Sin embargo, se demostró 
experimentalmente que ninguna de estas presuntas enzimas tenía actividad HA-DH 
(Chambellon et al., 2009). De hecho, esta actividad fue identificada, mediante 
mutagénesis aleatoria, en el producto codificado por el gen panE, que había recibido 
dicha anotación por su homología con ketopantoato reductasas. Además, se comprobó 
que la enzima codificada por panE era la única responsable de la reducción de los α-
cetoácidos de cadena ramificada a α-hidroxiácidos en L. lactis (Chambellon et al., 
2009).  
Los productos generados en esta reacción, los hidroxiácidos, no son 
compuestos aromáticos ni precursores del aroma, por lo que la reducción de los α-
cetoácidos a estos compuestos implica una disminución de los α-cetoácidos 
disponibles y, por consiguiente, una menor producción de compuestos aromáticos 
(Yvon y Rijnen, 2001; Chambellon et al., 2009).  
 
1.3.1.4. Actividad cetoácido deshidrogenasa 
La decarboxilación oxidativa de los α-cetoácidos resultantes de la 
transaminación da lugar a ácidos carboxílicos sin formación transitoria de aldehído. Se 
ha propuesto que esta conversión está catalizada por el llamado complejo cetoácido 
deshidrogenasa, compuesto por tres componentes: α-cetoácido deshidrogenasa, 
dihidrolipoiltransacilasa y lipoamida deshidrogenasa (Yvon y Rijnen, 2001). Este 
complejo no se ha caracterizado en bacterias lácticas todavía, pero se conoce que 
actúa fundamentalmente a pH 5,5 y se inhibe por arsénico trivalente. Dicha actividad 
se ha observado en L. lactis (Gao et al., 1997; Yvon et al., 1998) y en propionibacterias 
(Thierry et al., 2002). Los ácidos carboxílicos derivados de BCAAs como el isovalérico o 
de aminoácidos aromáticos como el indolacético o el hidroxifenilacético, son volátiles 
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potentes que además pueden actuar como precursores de otros compuestos volátiles 
como ésteres, tioésteres o tioles.     
 
1.3.1.5. Actividad cetoácido decarboxilasa 
La decarboxilación no oxidativa de α-cetoácidos genera aldehídos, de los cuales 
los de cadena ramificada (2-metilpropanal y 2- y 3-metilbutanal) han acaparado gran 
parte de la atención en los últimos años por intervenir de forma importante en el 
desarrollo del aroma de algunos quesos (Barbieri et al., 1994). Estos aldehídos aportan 
un aroma asociado a malta o chocolate y tienen bajos umbrales de detección, siendo 
de 0,10, 0,13 y 0,06 mg/L para 2-metilpropanal y 2- y 3-metilbutanal, respectivamente 
(Sheldon et al., 1971). Debido además a que en concentraciones muy elevadas estos 
aldehídos pueden conferir sabores anormales en algunos tipos de queso como 
Cheddar o Gouda (Ayad et al, 2000; 2003), su correcta formación juega un papel 
fundamental en el balance del aroma final (Morales et al., 2003).  
La actividad cetácido decarboxilasa es frecuente en plantas, levaduras y 
hongos, pero es poco habitual en bacterias (Candy y Duggleby, 1998; Iding et al., 1998; 
Köning, 1998) y ha sido descrita sólo en algunas especies de bacterias lácticas (Hickey 
et al., 1983; Smit et al., 2004b; Helinck et al., 2004; De la Plaza et al., 2006; Liu et al., 
2008), encontrándose que en L. lactis se relaciona en mayor medida con cepas que no 
tienen un origen lácteo (Tucker y Morgan, 1967; Smit et al, 2004a). La enzima α-
cetoácido decarboxilasa (codificada por el gen kivD o kdcA) fue purificada y 
caracterizada por primera vez en L. lactis por De la Plaza et al. (2004) y posteriormente 
por Smit et al. (2005b). De los genomas de L. lactis publicados en la actualidad (Bolotin 
et al., 2001; Makarova et al., 2006; Wegmann et al., 2007; Siezen et al., 2010) se puede 
observar la presencia del gen kivD en L. lactis KF147 y en L. lactis IL1403, aunque en 
este último el gen es idéntico en un 74% al anotado como ipd (que presuntamente 
codifica para una indolpiruvato decarboxilasa), el cual está interrumpido por la 
inserción de un elemento IS983, responsable de la pérdida de actividad de la enzima.  
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El estudio de De la Plaza et al. (2004) mostró que el gen kivD de L. lactis IFPL730 
presenta un total de 1647 pares de bases y codifica para una proteína de 61 kDa. Con 
el análisis de la secuencia de aminoácidos deducida se comprobó que se trataba de 
una enzima α-cetoácido decarboxilasa no oxidativa, dependiente de tiamina difosfato, 
incluida dentro del grupo de enzimas piruvato decarboxilasas. Mostró una actividad 
óptima a 45°C y a pH 6,5 y en presencia de Mg2+ como cofactor, si bien la actividad 
también fue observada en presencia de otros cationes como Ca2+, Co2+, Mn2+ y Na+. La 
enzima manifestó una alta especificidad frente a α-cetoisovalerato, metabolito 
intermedio de la síntesis de leucina y valina, aunque también se detectó actividad 
sobre otros sustratos (Tabla 1.3). 
 
Tabla 1.3. Especificidad de sustrato de la enzima recombinante α-cetoisovalerato decarboxilasa (a una 
concentración de 1 µg mL
-1
) procedente de L. lactis IFPL730. Adaptado de De la Plaza et al., 2004. 
 
Sustrato 
Actividad específica  
(U mg
-1
) 
Actividad  
relativa (%)
a
 
α-Cetoisovalerato 80,7 ± 5,7 100 ± 7,1 
α-Cetoisocaproato 18,3 ± 3,1 22,7 ± 3,9 
α-Cetometilvalerato 13,5 ± 1,3 16,7 ± 1,6 
α-Fenilpiruvato 7,1 ± 0,3 8,8 ± 0,4 
α-Cetometiltiobutirato 5,8 ± 1,2 7,2 ± 1,5 
Piruvato
b
 0,46 ± 0,0 0,6 ± 0,0 
Indol-3-piruvato
b
 0,07 ± 0,0 0,1 ± 0,0 
 a Porcentaje de actividad frente a la máxima del α-cetoisovalerato. 
 
b
 Reacción con 100 µg mL
-1 
de enzima recombinante. 
 
 
La enzima denominada α-cetoisovalerato decarboxilasa (KivD, por su máxima 
especificidad frente al α-cetoisovalerato) es considerada como clave para la formación 
de aldehídos procedentes de aminoácidos de cadena ramificada (De la Plaza et al., 
2004; Smit et al., 2005b; Yvon, 2006; De la Plaza et al, 2009). Esta actividad enzimática 
también interviene en la decarboxilación de α-cetometiltiobutirato procedente de la 
transaminación de metionina dando lugar a metional (Amárita et al., 2001). Los 
aldehídos formados por la actividad KivD pueden reducirse (vía alcohol 
deshidrogenasa) u oxidarse (vía aldehído deshidrogenasa) a los correspondientes 
ácidos orgánicos. Dado que estos ácidos también pueden formarse directamente a 
través del complejo cetoácido deshidrogenasa, es probable que las bacterias utilicen 
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preferentemente esta vía que economiza energía, de ahí que no se haya encontrado 
actividad α-cetoácido decarboxilasa en bacterias lácticas de forma generalizada (Smit 
et al., 2005a; Fernández de Palencia et al., 2006).  
 
1.3.1.6. Actividades alcohol y aldehído deshidrogenasas 
Los aldehídos producidos tras la decarboxilación no oxidativa de los α-
cetoácidos podrían reducirse a alcoholes a través de la actividad alcohol 
deshidrogenasa (AlcDH) o en cambio, sufrir una oxidación que generaría ácidos 
carboxílicos a través de la actividad aldehído deshidrogenasa (AldDH).  
Estas actividades han sido poco estudiadas en bacterias lácticas. A pesar de 
ello, un estudio de comparación de genomas de varias bacterias lácticas evidencia la 
presencia en L. lactis de varias enzimas con actividad AlcDH y una bifuncional con 
actividad AldDH/AlcDH (Liu et al., 2008).  
 
1.3.1.7. Actividad esterasa  
La reacción entre ácidos carboxílicos y alcoholes da lugar a la formación de 
ésteres, tales como etilbutirato y etilisovalerato, que suelen ser los responsables del 
aroma frutal de ciertos quesos (Fox y Wallace, 1997).  
El gen estA, que codifica una esterasa que cataliza la biosíntesis de ésteres 
derivados de ácidos grasos de cadena corta fue clonado y caracterizado en L. lactis por 
Fernández et al. (2000), mostrando que la actividad esterasa quedaba anulada al 
mutar el gen. Otro estudio con cepas de L. lactis mutantes en actividad esterasa 
confirmó que estA codifica la única enzima responsable de la síntesis de ácidos grasos 
de cadena corta in vitro (Nardi et al., 2002). A pesar de ello, la extrapolación de esos 
resultados al queso es realmente difícil, teniendo en cuenta que el equilibrio de la 
reacción de esterificación depende de diversos factores, como la actividad de agua 
(Smit et al, 2005a).  
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1.3.2. Ruta catabólica iniciada por una reacción de eliminación: actividad liasa 
Las enzimas liasas catalizan una reacción de eliminación, utilizando como 
sustratos frecuentes los aminoácidos azufrados y en menor medida los aromáticos. Las 
actividades tirosina-fenol liasa y triptófano-indol liasa, responsables de la β-
eliminación de tirosina y triptófano (produciendo fenol e indol, respectivamente) (Fig. 
1.4), han sido detectadas en levaduras, micrococos y Brevibacterium linens, no así en 
BAL (Parliment et al., 1982; Jollivet et al., 1992; Gummala y Broadbent, 1999). La falta 
de evidencia de esta actividad sobre los aminoácidos aromáticos en L. lactis hace 
suponer que en lactococos la conversión de estos aminoácidos se realice por la ruta 
iniciada por una aminotransferasa (Gao et al., 1997).  
Metanotiol (MTL) y otros compuestos volátiles azufrados como dimetilsulfuro 
(DMS), dimetildisulfuro (DMDS) y dimetiltrisulfuro (DMTS), con gran impacto en el 
perfil sensorial de quesos (Weimer et al., 1999), derivan normalmente de metionina y 
cisteína a través de la actividad liasa. La figura 1.6 muestra un esquema de esta 
actividad sobre los aminoácidos azufrados, acompañada de otras reacciones químicas 
o enzimáticas asociadas. Otro compuesto de interés, el sulfuro de hidrógeno (H2S), 
puede originarse tras la acción de una C-S liasa o una cisteína sintasa (CysK) a partir de 
cisteína u homocisteína (Liu et al., 2008).  
La actividad liasa constituye la principal vía de degradación de metionina en 
microorganismos utilizados en la producción de queso (Yvon y Rijnen, 2001). La 
metionina es conducida a la formación de MTL, α-cetobutirato y amonio gracias a la 
acción de C-S liasas: metionina γ-liasa (MGL), cistationina β-liasa (CBL) y cistationina γ-
liasa (CGL) (Liu et al., 2008). La actividad MGL fue observada principalmente en B. 
linens (Ferchichi et al., 1985), y la enzima fue posteriormente purificada y caracterizada 
(Dias y Weimer, 1998a). Además, una mutación del gen mgl redujo considerablemente 
la capacidad de esta cepa para producir compuestos volátiles azufrados (Amárita et al., 
2004). Sin embargo, ninguno de los genomas de bacterias lácticas estudiados parece 
tener el gen mgl (Liu et al., 2008).  
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Figura 1.6. Ruta de degradación de aminoácidos azufrados por C-S liasas hasta la formación de 
compuestos volátiles en L. lactis. En esta ruta también aparecen otras enzimas (MetE, metionina sintasa; 
AT, aminotransferasa; KivD, α-cetoisovalerato decarboxilasa) o degradaciones químicas (línea 
discontinua). Las C-S liasas que participan son: CBL, cistationina α,β-liasa; CGL, cistationina α,γ-liasa; 
YtjE, cistationina α,γ-liasa; CysK, cisteína sintasa. Adaptado de Liu et al. (2008).  
 
En L. lactis, cuya capacidad para producir compuestos volátiles azufrados es 
limitada frente a la de lactobacilos y brevibacterias (Dias y Weimer, 1998b), la 
actividad está catalizada por cistationina liasas, CBL y CGL, catalizando una α,β-
eliminación y una α,γ-eliminación, respectivamente, convirtiendo cistationina a 
homocisteína o cisteína (Fig. 1.6). Además, se ha observado que otros compuestos 
azufrados pueden sufrir una α,γ-eliminación, como por ejemplo, la metionina para 
formar MTL, aunque en este caso la actividad enzimática fue de 10 a 100 veces más 
baja que a través de cistationina (Weimer et al., 1999; Yvon y Rijnen, 2001). CBL ha 
sido purificada en varias BAL, y el gen que codifica la enzima en L. lactis (metC) fue 
identificado (Alting et al., 1995; Fernández et al., 2000b). La actividad enzimática de 
CGL ha sido detectada en L. lactis SK11 (Bruinenberg et al., 1997), mientras que el gen 
cgl de L. lactis MG1363 fue caracterizado experimentalmente (Dobric et al., 2000). El 
análisis de especificidad de sustrato de las enzimas sugiere una función solapada entre 
CBL y CGL. Por ejemplo, se ha observado que la CBL es capaz de catalizar una α,γ-
eliminación en L. lactis B78 y MG1363 al igual que lo haría la CGL (Alting et al., 1995; 
Dobric et al., 2000). 
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La inactivación de los genes que codifican para las aminotransferasas AraT y 
BcaT (con cierta actividad sobre metionina) en L. lactis no limitó la producción de 
compuestos volátiles azufrados, sugiriendo la presencia de otra ruta de degradación 
(Rijnen et al., 2003). No obstante, no se ha descrito ninguna aminotransferasa 
específica para la metionina en lactococos. Del genoma de L. lactis IL1403 se propuso 
como aminotransferasa específica de metionina el producto codificado por el gen ytjE 
(Bolotin et al., 2001). Sin embargo, al estudiar el metabolismo del azufre y su 
regulación en L. lactis, se pudo observar que YtjE participaba en la conversión de 
cistationina a homocisteína (Sperandio et al, 2005).  
En nuestro laboratorio se caracterizó la enzima YtjE, y para tal fin, el gen ytjE de 
L. lactis IL1403 fue clonado en E. coli y sobreexpresado y purificado como una proteína 
recombinante (Martínez-Cuesta et al., 2006b). Sin manifestar actividad 
aminotransferasa específica de metionina, YtjE mostró actividad C-S liasa, 
compartiendo homología con la familia de enzimas MalY/PatC implicadas en la 
degradación de L-cisteína, L-cistina y L-cistationina. Igualmente, se observó una 
actividad α,γ-liasa sobre L-metionina. Además, con GC-MS se comprobó que la 
actividad YtjE condujo a la formación de H2S a través de cisteína, y de metanotiol y sus 
productos derivados, DMDS y DMTS, a través de metionina (Martínez-Cuesta et al., 
2006b). Por tanto, YtjE compartiría con otras liasas (CBL y CGL) la propiedad de 
degradar aminoácidos azufrados para producir compuestos aromáticos de interés.   
 
1.3.3. Ruta catabólica no enzimática 
Aunque la mayoría de las reacciones de transformación de los aminoácidos y α-
cetoácidos en los diferentes compuestos aromáticos son enzimáticas, también se ha 
observado la existencia de reacciones químicas de degradación de estos compuestos 
en condiciones de maduración de queso (Figs. 1.4 y 1.6). Los α-cetoácidos derivados de 
la fenilalanina (fenilpiruvato) y de la metionina (α-cetometiltiobutirato), son 
degradados químicamente a benzaldehído (Gao et al., 1997; Yvon et al., 1998) y 
metiltioacetaldehído (Bonnarme et al., 2004), respectivamente. La degradación 
espontánea de hidroxifenilpiruvato a hidroxibenzaldehído también fue observada 
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cuando se simularon condiciones de queso (Kieronczyk et al., 2004), y cantidades 
significativas tanto de benzaldehído e hidroxifenilbenzaldehído se han encontrado en 
quesos semicurados (Yvon et al., 1998).   
La conversión química de α-cetoácidos, especialmente el α-cetoisocaproato 
(derivado de la leucina), puede ocurrir en condiciones de maduración de queso  
(Smit et al., 2009). La figura 1.7 muestra como el aldehído 2-metilpropanal puede ser 
formado a partir de una conversión enzimática derivada de la valina y a partir de una 
conversión no enzimática procedente de la leucina. La conversión química se basa en 
una oxidación dependiente de la disponibilidad de sustrato (α-cetoácido y oxígeno), de 
manganeso y del pH (Smit et al., 2004c; Kieronczyk et al., 2006). 
Otra degradación química observada es la llamada degradación de Strecker, 
que ocurre sobre la leucina produciendo 3-metilbutanal (Smit et al., 2009). El grupo 
amino de la leucina reacciona con el grupo dicarbonilo de un azúcar reductor, 
produciéndose una deaminación, seguida de una decarboxilación y derivando  en la 
formación del aldehído (Rizzi et al., 1998).  
 
 
Figura 1.7. Obtención de 2-metilbutanal a partir de la conversión química de leucina. KICA, α-
cetoisocaproato; KIVA, α-cetoisovalerato. Adaptado de Smit et al. (2005a).  
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1.4. Regulación del metabolismo de aminoácidos 
El metabolismo de aminoácidos en BAL está regulado por diferentes 
mecanismos específicos que incluyen tanto el control bioquímico de las enzimas como 
de su expresión en respuesta a la disponibilidad de sustratos, así como por sistemas de 
regulación globales que actúan a nivel transcripcional (Guédon et al., 2005). Las 
enzimas que participan en la conversión de aminoácidos pueden estar implicadas en la 
biosíntesis de los mismos y no sólo en sus rutas catabólicas. La biosíntesis de 
aminoácidos está altamente regulada, y por lo tanto, las condiciones de crecimiento de 
los cultivos iniciadores podrían afectar también a su capacidad de formación de 
compuestos volátiles (Smit et al., 2005a). Por ejemplo, en L. lactis, el gen que codifica 
para una cistationina β-liasa (cbl o metC) se transcribe junto al gen cysK, que codifica 
para una cisteína sintasa (Fernández et al., 2000), uniendo así las rutas biosintéticas de 
la metionina y la cisteína (Met/Cys). La expresión del grupo metC-cysK está 
influenciada por la cantidad de Met/Cys en el medio de crecimiento (Fernández et al., 
2002), por lo que altas concentraciones de estos aminoácidos reducirían la 
transcripción y la actividad β-liasa se vería afectada, comprometiendo la formación de 
compuestos volátiles azufrados (Smit et al., 2005a).  
En general, las bacterias controlan el uso de los nutrientes mediante 
reguladores globales de la transcripción, tales como CcpA y CodY, vinculando la 
expresión de genes al cúmulo intracelular de determinados metabolitos (Sonenshein, 
2007). Además de esos reguladores existen otra serie de factores que actúan a nivel de 
operón o gen, afectando a enzimas implicadas tanto en la biosíntesis como en la 
degradación de aminoácidos (Guédon et al., 2001; Smit et al., 2005a; Liu et al., 2008). 
 
1.4.1. Regulación general del metabolismo del nitrógeno por CodY 
CodY es un regulador transcripcional que se encuentra en muchas especies de 
bacterias Gram-positivas con bajo contenido en G+C, aunque la mayoría de los 
estudios se han llevado a cabo en B. subtilis y L. lactis. Este regulador controla la 
mayoría de genes implicados en la asimilación de péptidos, incluyendo su transporte y 
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su posterior degradación por peptidasas (Guédon et al., 2001a), además de controlar 
la expresión de algunos transportadores de aminoácidos. CodY, por tanto, actúa sobre 
la mayoría de genes encargados del suministro de aminoácidos desde el exterior. 
Asimismo, reprime la expresión de novo de la mayoría de los genes implicados en la 
rutas de biosíntesis de aminoácidos, tales como BCAAs, glutamato-glutamina, histidina, 
serina, treonina, lisina y asparagina.  
De todas ellas, la ruta de biosíntesis de BCAAs es la más controlada por CodY 
tanto en L. lactis (Guédon et al., 2005) como en B. subtilis (Molle et al., 2003). Los 
BCAAs son los efectores intracelulares que activan la represión por CodY en L. lactis 
(Guedon et al., 2001a; Petranovic et al., 2004) y en B. subtilis (Shivers y Sonenshein, 
2004; Sonenshein, 2007), por ello, en ambas especies, CodY ejerce un control feedback 
sobre la ruta de biosíntesis de sus efectores directos. Se ha observado que la isoleucina 
(Ile) es el efector más importante de entre todos los BCAAs para activar a CodY 
(Shivers y Sonenshein, 2004; Guedon et al., 2005; den Hengst et al., 2005a). Un exceso 
de isoleucina provocaría una inhibición del crecimiento, en tanto que se bloquearían 
las rutas de biosíntesis de aminoácidos en dependencia de la unión CodY-Ile. Esto se ha 
observado en varios estudios con medios químicamente definidos (“chemically defined 
media”, CDMs) en L. lactis donde se reprime la biosíntesis de valina y leucina (Goupil-
Feuillerat et al., 1997), asparagina, histidina, lisina y treonina (Guedon et al., 2005). 
Asimismo, esta inhibición del crecimiento también ha sido observada en medios 
complejos como leche (Chambellon e Yvon, 2003).  
Existen numerosos estudios en L. lactis que tratan la regulación mediada por 
CodY. Guedon et al. (2005) identificó mediante microarrays de ADN cerca de 100 
genes expresados por L. lactis IL1403 regulados por CodY, de los que el 45% codifican 
enzimas relacionadas con las rutas de biosíntesis de aminoácidos y prácticamente el 
resto de genes están relacionados con el suministro de nitrógeno. En otro estudio con 
microarrays se comparó el perfil de expresión de L. lactis MG1363 con la misma cepa 
pero con el gen codY mutado (Den Hengst et al., 2005b). Las células fueron crecidas en 
un medio rico en péptidos y en la etapa exponencial del crecimiento, donde CodY 
ejerce una mayor represión, la expresión de cerca de 30 genes aumentó 
significativamente en la estirpe mutante. Los genes que incrementaron su expresión 
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principalmente estaban implicados en el metabolismo y transporte de aminoácidos, 
aunque también se alteró la expresión de algunos genes del ciclo de Krebs, por lo que 
CodY también podría estar implicado en la regulación del metabolismo del carbono, tal 
y como se ha detallado en B. subtilis (Molle et al., 2003; Sonenshein, 2007). 
Los genes que son potencialmente regulables por CodY van a presentar en 
posición -35 de la región promotora una secuencia palindrómica de 15 nucleótidos 
(AATTTTCNGAAAATT) que actúa como una región de alta afinidad para CodY (Guedon 
et al., 2005; Den Hengst et al., 2005b). Se ha demostrado que la presencia de la 
denominada caja CodY es suficiente para provocar una regulación mediada por CodY in 
vivo. Además, se ha identificado esta secuencia palindrómica en la región promotora 
del propio gen codY.  Por lo tanto, CodY regula su propia síntesis y requiere de una caja 
CodY y BCAAs para interactuar con su promotor (Den Hengst et al., 2005b).  
 
1.4.2. Regulación del sistema proteolítico 
Ante carencias en la disponibilidad del nitrógeno, las BAL regulan la actividad 
del sistema proteolítico para asegurarse un apropiado balance nitrogenado en la célula 
(Savojoki et al., 2006). En primer lugar, se sugirió que ciertos residuos hidrofóbicos y 
di/tripéptidos actuaban como moléculas efectoras para regular la transcripción del 
sistema de transporte de oligopéptidos Opp en L. lactis (Kunji et al., 1996; Detmers et 
al., 1998). Posteriormente se observó que la expresión de varios genes del grupo de 
peptidasas Pep fue reprimida por la adición de un hidrolizado de caseína y que la 
expresión se restauró sólo cuando las células eran expuestas a condiciones limitantes 
de nitrógeno (Guédon et al., 2001c). De forma similar y mediante técnicas de 
proteómica se comprobó que la expresión de ciertas proteínas del sistema proteolítico 
(Opp, PepO1, PepN, PepC, PepF y OptS) era inducida cuando L. lactis era crecido en un 
medio carente de algunos aminoácidos y péptidos (Gitton et al., 2005). En la actualidad 
se conoce que en un medio rico en nitrógeno el sistema proteolítico queda reprimido 
por CodY y que la expresión se reestablece cuando las células se encuentran en 
condiciones limitantes de BCAAs (Guédon et al., 2005; Den Hengst et al., 2005b). 
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Asimismo se han detallado mecanismos regulatorios independientes de CodY, 
como los observados para las peptidasas PepF (Gitton et al., 2005), PepO1 y PepC, 
cuya expresión fue inducible por aireación incluso cuando el gen codY estaba mutado 
(Vido et al., 2004). Además, la fuente de carbono afectó a la expresión de pepP en L. 
lactis (Guédon et al., 2001c), sugiriendo una regulación a través de CcpA. No obstante, 
dos reguladores más se han descrito para controlar la actividad proteolítica de 
lactococos, como CtsR y TrmA que regula a proteasas del grupo Clp (Frees et al., 2001; 
Varmanen et al., 2000).  
 
1.4.3. Regulación del metabolismo de aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) 
L. lactis utiliza a los BCAAs como señales moleculares directas para activar al 
represor CodY, asegurándose a su vez, el propio suministro de estos aminoácidos, para 
los que la mayoría de lactococos son auxotróficos (Godon et al., 1993). Además, los 
BCAAs presentan funciones muy importantes dentro de la célula, como participar en la 
síntesis de ácidos grasos y determinar la hidrofobicidad proteica. El papel clave de los 
BCAAs en la regulación mediada por CodY se refleja en el hecho que el operón ilv 
(implicado en la biosíntesis de BCAAs) es uno de los más reprimidos, especialmente 
cuando la isoleucina interviene en la regulación (Godon et al., 1992; Goupil-Feuillerat 
et al., 1997; 2000; Den Hengst et al., 2005a).  
La expresión de enzimas que participan en el catabolismo de los BCAAs también 
se ha visto afectada por la actividad de CodY. Por ejemplo, los genes bcaT y araT en L. 
lactis NCDO763 fueron reprimidos en CDM suplementado con casitona, observándose 
que el principal efector de CodY era el contenido en isoleucina y no el de valina o 
leucina (Chambellon e Yvon, 2003). Esta misma observación se obtuvo para el gen kivD 
de L. lactis IFPL730 (De la Plaza et al., 2009). En ese trabajo se sugiere que el papel del 
α-cetoisovalerato (KIV) como metabolito intermedio en la biosíntesis de valina y 
leucina podría influir en la ausencia del efecto represor de CodY mediado por esos 
aminoácidos en la expresión de kivD. Además, y en concordancia con lo descrito para 
la α-acetolactato decarboxilasa de L. lactis (Goupil-Feuillerat et al., 1997), la deficiencia 
de leucina o valina indicaría a la célula que el flujo metabólico controlado por KivD 
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debería ser dirigido desde KIV hasta la síntesis de leucina y valina y no hacia la ruta 
catabólica (De la Plaza et al., 2009). 
 
1.4.4. Regulación del metabolismo de aminoácidos azufrados 
Existe una gran diversidad en relación a la regulación genética de las enzimas 
implicadas en el metabolismo de la metionina y la cisteína (Met/Cys) en BAL y otras 
bacterias Gram-positivas (Liu et al., 2008). De hecho, se pueden encontrar numerosos 
estudios que abordan la regulación de la conversión de Met/Cys, como los realizados 
en Bacillus subtilis (Hullo et al., 2007), en Streptococcus mutans (Sperandio et al., 
2007) o en L. lactis (Sperandio et al., 2005).  
Esta regulación contempla no sólo a reguladores que actúan a nivel 
transcripcional, como CmbR y MetR/MtaR, sino también a sistemas de regulación a 
nivel de ARN (riboswitches). Dos tipos de riboswitches han sido descritos en 
procariotas, T-box y S-box (Epshtein et al., 2003). Un riboswitch es una región del 
ARNm que puede modificar su conformación ante un estímulo molecular y por tanto, 
permitir o no la transcripción (Tucker y Breaker, 2005). Se ha observado que la 
biosíntesis de metionina, así como la de homocisteína y cistationina están reguladas 
principalmente por una T-box en L. plantarum y Leuconostoc (Rodionov et al., 2004; 
Wels et al., 2008;), al igual que el gen cysE (que codifica para una acetiltransferasa de 
serina) en B. subtilis (Pelchat y Lapointe, 1999). El sistema de regulación por una S-box 
actúa por mediación de S-adenosilmetionina (SAM) y ha sido observada sobre todo en 
géneros como Bacillus y Clostridium (Auger et al., 2002; Rodionov et al., 2004;), 
aunque en especies de Enterococcus, Streptococcus y Lactococcus se ha identificado 
una SMK-box que regula el gen de la SAM sintetasa (Fuchs et al., 2006).  
Por otro lado, los reguladores MetR/MtaR y CmbR pertenecen a la familia de 
reguladores transcripcionales de LysR (LTTRs). Se ha confirmado que MetR presenta un 
81% de homología con MtaR y ambos se unen a secuencias palindrómicas, 
denominadas MET-box, en S. mutans (Sperandio et al., 2007). Además, se han 
identificado secuencias MET-box en la región anterior de varios genes en 
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estreptococos y del operón metEF en estreptococos y L. lactis (Rodionov et al., 2004; 
Kovaleva y Gelfant, 2007). En L. lactis, la mayoría de los genes que catalizan las 
enzimas del metabolismo de  Met/Cys están regulados por CmbR como es el caso de 
cysD, cysM, metB2, cysK, metA, metB1, ytjE, entre otros (Sperandio et al., 2005). Se ha 
demostrado que la unión de CmbR a los promotores de estos genes en L. lactis está 
estimulada por bajas concentraciones de Met/Cys y por O-acetil-L-serina (Fernández et 
al., 2002; Golic et al., 2005; Sperandio et al., 2005), por lo que la enzima CysE, 
implicada en la síntesis de OAS, controlaría la actuación de CmbR.  
 
1.4.5. Regulación del metabolismo de otros aminoácidos 
En la regulación del metabolismo de la arginina pueden actuar factores 
transcripcionales específicos y globales (Guédon et al., 2001b). Por ejemplo, se han 
identificado dos factores transcripcionales homólogos, ArgR y AhrC, en L. lactis, 
implicados tanto en la represión de la biosíntesis de arginina como también en la 
activación de su ruta catabólica (Larsen et al., 2004). Además, se ha sugerido la 
implicación del regulador del metabolismo del carbono CcpA en la regulación de esas 
rutas (Kunji et al., 1993; Gaudu et al., 2003;), conectando el metabolismo de la arginina 
con la respuesta al estrés generada por la ausencia de azúcar (Chou et al., 2001).  
EL regulador GlnR está implicado en la regulación de la enzima glutamina 
sintetasa (GS), responsable de la asimilación de iones amonio para producir glutamina, 
un donador de nitrógeno para la síntesis de aminoácidos, bases y vitaminas (Reitzer, 
1996). El gen glnA (que codifica para GS) se sitúa posterior al gen glnR formando el 
operón glnRA. En L. lactis, el regulador GlnR reprime la transcripción del operón glnRA 
en respuesta al contenido extracelular de glutamina y amonio (Larsen et al., 2006). 
Aunque L. lactis requiere del sistema proteolítico para un crecimiento óptimo 
en leche, también es capaz de sintetizar la mayoría de aminoácidos cuando se crece en 
un medio químicamente definido (CDM) al que le pueden faltar determinados 
aminoácidos (Cocaign-Bousquet et al., 1995). En base a ello, se caracterizó la 
regulación de la transcripción de algunos genes y operones implicados en la biosíntesis 
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de aminoácidos, como la del triptófano, donde la expresión del operón trp aumentó en 
3-4 veces cuando algún aminoácido faltaba en el CDM (Raya et al., 1998). Asimismo, la 
transcripción del operón his (implicado en la biosíntesis de histidina) fue reprimido en 
presencia de histidina, sugiriendo la presencia de un represor (Delorme et al., 1999).  
 
1.4.6. Diversidad en los mecanismos de regulación 
 A pesar de la extensa caracterización de L. lactis a lo largo de las últimas 
décadas, muy pocos estudios han revelado la diversidad en los mecanismos de 
regulación en L. lactis. Recientemente, Marreddy et al. (2010) ha mostrado las 
diferencias de expresión de ciertas proteínas del catabolismo de aminoácidos en L. 
lactis crecido en medios sintéticos y complejos. Por otro lado, Bachmann et al. (2009) 
ha observado que la regulación por CodY de diversas enzimas (PepN, HicDH, BcaT y 
esterasa) difiere claramente entre cepas de origen lácteo y no lácteo. Aunque cierta 
variación era lo esperado, el nivel de diversidad fue muy alto, apoyando la idea de que 
es necesario demostrar experimentalmente la expresión de enzimas codificadas por 
genes identificados a través de anotaciones de genomas. No obstante, esa 
identificación se puede enfrentar a problemas debidos a incorrecciones en las 
anotaciones del genoma (De la Plaza et al., 2004; Martínez-Cuesta et al., 2006; 
Chambellon et al., 2009). En otros casos, estos genes podrían no encontrarse 
formando parte de operones que faciliten su estudio, o puede ocurrir que su expresión 
sea poco frecuente como consecuencia de mutaciones sufridas por adaptación a 
condiciones de crecimiento. Por todo ello, es imprescindible conocer extensamente las 
capacidades enzimáticas de cada cepa para su aplicación industrial.  
 
 
1.5. Potencial de las BAL para la formación de compuestos volátiles  
Dentro del extenso grupo de BAL existe una gran diversidad en relación a la 
capacidad de formación de compuestos volátiles, tanto entre estirpes relacionadas 
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como en distintas cepas de una misma especie (van Hylckama Vlieg y Hugenholtz, 
2007). Esta diversidad puede estar causada por tres mecanismos: 
 El primero es que los genes que codifican las enzimas clave para la formación 
de compuestos volátiles sólo son expresados por una fracción de las especies. 
Por ejemplo, el 3-metilbutanal, un compuesto del aroma encontrado en quesos 
es producido por unas pocas cepas de L. lactis que contienen una particular 
enzima decarboxilasa (De la Plaza et al., 2004; Smit et al., 2004b; Smit et al., 
2005b). 
 El segundo mecanismo depende de la existencia de diferentes variantes de una 
enzima en una especie. Pequeñas diferencias en la secuencia de aminoácidos 
de esas enzimas puede resultar en una actividad catalítica alterada. Por 
ejemplo, la cistationina β-liasa de dos cepas de L. lactis con un 94,3% de 
homología mostraron una diferencia de hasta 4 veces en la producción de 
compuestos volátiles a partir de metionina (van Hylckama Vlieg y Hugenholtz, 
2007). 
 El tercero radica en el hecho que la mayoría de las enzimas implicadas en la 
producción de volátiles está sujeta a una fuerte regulación genética (Kok et al., 
2005; Fernández et al., 2000). Por ejemplo, la expresión de las enzimas del 
sistema proteolítico en L. lactis está fuertemente regulado por el regulador 
global del nitrógeno CodY y el contenido en BCAAs en el medio (Den Hengst et 
al., 2005b). De esta manera, es asumible que el patrón de regulación pueda ser 
diferente entre cepas, aunque esto todavía no ha sido muy estudiado. 
 
La diversidad en la capacidad de formación de volátiles también ha sido 
observada al comparar cepas silvestres con cepas de laboratorio. Se comprobó que las 
cepas silvestres presentaban una mayor capacidad para sintetizar aminoácidos (Cocaign-
Bousquet et al., 1995). La mayoría de las cepas de L. lactis usadas en las fermentaciones 
industriales requieren de glutamato, valina, metionina, histidina, serina, leucina e 
isoleucina para crecer, siendo el número de aminoácidos esenciales dependiente de cada 
cepa (Ayad, 2008). Sin embargo, las cepas salvajes requieren solo de unos cuantos 
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aminoácidos para crecer. La ausencia de algunas rutas biosintéticas de aminoácidos en las 
cepas industriales puede ser consecuencia de su adaptación a los productos lácteos, en 
tanto que en la leche se encuentran la mayoría de aminoácidos disponibles a través de las 
caseínas. Las cepas silvestres, en contra, no están asociadas a ambientes ricos como la 
leche, lo que los hace más dependientes de su propia biosíntesis. Una mayor capacidad 
de biosíntesis de aminoácidos se ha relacionado con una mayor actividad enzimática y 
por tanto, con una mayor capacidad de producción de compuestos volátiles (Mauriello 
et al., 2001; Tavaria et al., 2002). En algunos casos, los aromas producidos se definen 
como achocolatados, afrutados o “cheese farm like” y se deben a la producción de 
aldehídos y alcoholes derivados de BCAAs que pueden conferir olores anormales al 
queso (Morales et al., 2003). No obstante, estos compuestos forman parte de la 
fracción volátil de quesos como el Parmesano y contribuyen positivamente a su aroma 
si se encuentran en un balance adecuado (Barbieri et al., 1994).  
La presencia de ciertas enzimas no garantiza un determinado impacto en el 
aroma, por lo que se considera necesario estudiar el nivel de actuación de esas 
enzimas para conseguirlo, abordando estudios sobre su expresión que integren las 
observaciones fenotípicas con los análisis genómicos y transcriptómicos. Sólo así se 
podrá conocer la diversidad intraespecie existente en BAL y con ello, el potencial de 
formación de volátiles de cada cepa, siendo de gran utilidad para la selección de cepas 
potencialmente útiles en la industria como productoras de compuestos volátiles en 
alimentos fermentados como el queso (Smit et al., 2005a; Liu et al., 2008; Tan-a-ram et 
al., 2011). 
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Capítulo 2.  
Objetivo y plan de trabajo 
 
Lactococcus lactis se caracteriza por disponer de diferentes actividades 
enzimáticas que actúan durante la producción de queso y que afectan a las 
propiedades organolépticas, tanto en relación a la textura como en el desarrollo del 
aroma y sabor. En concreto, el catabolismo de aminoácidos resulta clave para la 
formación de compuestos volátiles, existiendo varias rutas catabólicas y en donde 
pueden participar diferentes clases de enzimas como aminotransferasas, 
decarboxilasas, liasas, deshidrogenasas, entre otras. Estas enzimas están reguladas por 
diferentes mecanismos específicos que incluyen tanto el control bioquímico de las 
enzimas como de su expresión en respuesta a la disponibilidad de sustratos, así como 
por sistemas de regulación globales que actúan a nivel transcripcional.  
Tanto en ambientes naturales como en medios complejos industriales, las 
bacterias lácticas pueden enfrentarse a una carencia de aminoácidos, y para afrontar 
dicha carencia tienen que reajustar sus rutas metabólicas. En este sentido, los 
aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) parecen tener un papel regulatorio clave 
en L. lactis, ya que son esenciales para la síntesis de proteínas, además de actuar de 
precursores de compuestos volátiles. Específicamente, el contenido de isoleucina, 
asociado al regulador global CodY, participa en la regulación de genes y operones 
relacionados con la biosíntesis, transporte y catabolismo de aminoácidos. A pesar de la 
extensa caracterización de L. lactis a lo largo de las últimas décadas, muy pocos 
estudios han revelado la diversidad en los mecanismos de regulación de enzimas en L. 
lactis. 
El presente trabajo se planteó como una excelente oportunidad para abordar el 
estudio sobre la expresión de las enzimas que participan en las rutas de síntesis y 
degradación de aminoácidos, integrando observaciones fenotípicas con análisis 
genómicos y transcriptómicos en estirpes de L. lactis sometidas a condiciones de 
crecimiento con diferencias en la disponibilidad de BCAAs, dado su marcado carácter 
regulador. 
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Por ello, el objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar la influencia 
de diversos mecanismos de regulación en la expresión de enzimas del metabolismo de 
aminoácidos y su relación en el control de la formación de compuestos volátiles en L. 
lactis. Para la consecución de este objetivo se ha llevado a cabo el siguiente plan de 
trabajo:  
1. Determinar la influencia de los BCAAs en el medio de crecimiento sobre el nivel de 
expresión de enzimas implicadas en el catabolismo de aminoácidos y formación de 
compuestos volátiles en L. lactis. 
 
2. Caracterizar la respuesta en el metabolismo de aminoácidos de L. lactis a la 
carencia de isoleucina en el medio de crecimiento mediante un estudio genómico-
transcriptómico. 
 
3. Caracterizar los mecanismos genéticos relacionados con la regulación de la región 
promotora del gen kivD de L. lactis IFPL730.  
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Capítulo 3 
El contenido de aminoácidos de cadena ramificada en el medio de 
crecimiento afecta a la expresión de genes implicados en el catabolismo 
de aminoácidos y la formación de compuestos volátiles en Lactococcus 
lactis IFPL730 
 
 
3.1. INTRODUCCIÓN 
Lactococcus lactis se caracteriza por disponer de diferentes actividades 
enzimáticas que actúan durante la producción de queso y que afectan a las 
propiedades organolépticas, tanto en relación a la textura como en el desarrollo del 
aroma y sabor (Kunji et al., 1996; Smit et al., 2005a). Los aminoácidos son los 
precursores de una larga variedad de compuestos volátiles, y por ello, diversas 
enzimas son consideradas clave para su formación, como aminotransferasas, 
deshidrogenasas, liasas y decarboxilasas, entre otras (Ganesan y Weimer, 2007). 
La expresión de las enzimas convertidoras de aminoácidos puede verse 
afectada por diferentes mecanismos de regulación (Smit et al., 2005a). Un ejemplo de 
ello lo constituye el regulador transcripcional CodY, que activa o reprime genes que 
participan en el metabolismo del nitrógeno, en respuesta al cúmulo de péptidos o 
aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) en el medio de crecimiento (Guédon et al., 
2001b; Guédon et al., 2005; Den Hengst et al., 2005b). Asimismo, las condiciones 
ambientales también pueden determinar diferencias en la expresión, como sucede 
ante cambios drásticos en el pH, en la osmolaridad, en la actividad de agua e incluso 
ante la falta de nutrientes (Dressaire et al., 2008). En este sentido, las estirpes de L. 
lactis aisladas de nichos naturales presentan con frecuencia una mayor capacidad de 
adaptación a la carencia de aminoácidos frente a las cepas de uso industrial, 
relacionándose con una mayor capacidad de su biosíntesis y, por tanto, con una mayor 
actividad enzimática relacionada con el metabolismo de estos compuestos. En 
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consecuencia, estas cepas salvajes no sólo van a presentar un mayor potencial 
enzimático sino que también producirán otros compuestos volátiles o diferentes 
perfiles aromáticos (Ayad et al., 1999; Ayad, 2008; Smit et al., 2009). 
Basados en la capacidad que presentan las estirpes naturales de L. lactis para 
crecer con bajos requerimientos nutricionales, sobre todo de aminoácidos, hemos 
estudiado en L. lactis IFPL730 el efecto del contenido en BCAAs en el medio de 
crecimiento sobre la expresión de genes que están relacionados con la conversión de 
aminoácidos y formación de compuestos del aroma. Este estudio nos permitirá por un 
lado conocer las posibilidades de regulación de los genes diana y, por otro, predecir el 
comportamiento de la estirpe evaluada sobre la capacidad de formar compuestos 
responsables del aroma en el queso. 
 
 
3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.2.1. Microorganismo y condiciones de cultivo 
El microorganismo utilizado en este estudio fue Lactococcus lactis IFPL730, una 
cepa silvestre aislada de quesos de leche cruda de cabra (Fontecha et al., 1990). La 
cepa fue crecida en caldo M-17 (Pronadisa) suplementado con 0,5% (p/v) de glucosa 
(G-M17) durante 18-24 horas a 30 °C en condiciones de aerobiosis.  
Para estudiar la influencia del contenido de aminoácidos de cadena ramificada 
en el medio de cultivo, se realizaron crecimientos en un medio químicamente definido 
(CDM) donde se varió la concentración de estos aminoácidos. Para ello, se inoculó L. 
lactis IFPL730 al 1% (v/v) en G-M17 y se incubó a 30 °C durante 15 horas. Pasado el 
tiempo de incubación, las células se sedimentaron por centrifugación (4.000 g, 15 min, 
4 °C), se lavaron dos veces en las mismas condiciones y finalmente se resuspendieron 
en solución salina, para después realizar los inóculos en CDM al 1% (v/v). El CDM 
empleado está basado en los medios químicamente definidos descritos con 
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anterioridad (Otto et al., 1983; Poolman y Konings, 1988) y cuya composición se 
resume en la Tabla 3.1. Las diferencias respecto al contenido en BCAAs fueron las 
siguientes: CDM basal contenía todos los aminoácidos; CDM-Ile no contenía isoleucina; 
CDM-Val contenía 10 veces menos el contenido normal de valina (0,033 g/L); y CDM-
LEU contenía 100 veces menos el contenido normal de leucina (0,0047 g/L).  
 
Tabla 3.1. Composición del medio químicamente definido 
Producto 
 
Concentración 
(g/L) 
Producto Concentración 
(g/L) 
Aminoácidos   Vitaminas y bases   
Alanina 0,24 Ác. fólico 0,001 
Arginina  0,12 Ác. lipoico 0,0025 
Asparragina  0,35 Ác. nicotínico 0,01 
Cisteína  0,17 Ác. orótico 0,005 
Fenilalanina 0,28 Ác. p-aminobenzoico 0,01 
Glicina 0,17 Biotina 0,01 
Glutamato 0,03 Cianocobalamina (B12) 0,001 
Glutamina 0,51 Inosina  0,005 
Histidina  0,11 Pantotenato de calcio 0,001 
Isoleucina 0,20 Piridoxina (B6) 0,002 
Leucina 0,47 Piridoxamina 0,005 
Lisina  0,35 Riboflavina (B2) 0,001 
Metionina 0,12 Tiamina 0,001 
Prolina 0,68 Timidina 0,005 
Serina 0,34 Adenina  0,01 
Tirosina 0,29 Guanina 0,01 
Treonina 0,23 Uracilo 0,01 
Triptófano 0,05 Xantina 0,01 
Valina 0,33   
  Sales minerales (II)  
Sales minerales (I)  MgCl2, 6H20 0,2 
Acetato sódico 1 FeCl2, 4H20 0,011 
Citrato amónico  0,6 CaCl2, 2H20 0,05 
KH2PO4 9 ZnSO4, 7H20 0,005 
K2HPO4 7,5 CoCl2, 6H20 0,0025 
    
Azúcar    
Glucosa 5   
    
 
3.2.2. Crecimiento celular, recuentos y pH 
 El crecimiento de L. lactis IFPL730 fue determinado espectrofotométricamente 
por triplicado en microplacas estériles de 96 pocillos con tapa (Sarstedt), conteniendo 
300 µL de medio de cultivo (CDM, CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu) e inoculado al 1% 
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(v/v). El crecimiento durante 24 h a 30 °C fue seguido mediante medida de la densidad 
óptica a 480 nm (DO480) a intervalos de 60 min usando un lector de microplacas 
automático (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific). Los datos de DO480 sirvieron 
para calcular la tasa máxima de crecimiento (µmáx) mediante la fórmula µ = 
ΔlnDO480/Δt, donde Δt representa el incremento de tiempo (expresado en horas) entre 
dos medidas de DO480. 
 Para el estudio de expresión génica y el análisis de compuestos volátiles se 
emplearon cultivos de un volumen de 300 mL de L. lactis IFPL730 en los CDMs con 
diferente contenido en aminoácidos. Muestras tomadas de estos cultivos a diferentes 
etapas de la curva de crecimiento sirvieron para llevar a cabo los recuentos en placa y 
las medidas de pH. Para los recuentos de L. lactis, se tomó 1 mL de cultivo, se diluyó en 
solución salina (0,85%) y se plaqueó sobre el medio agar G-M17 (medio GM17 al que 
se le añadió agar bacteriológico al 1,5%). El tiempo de incubación se extendió a 48 h a 
30 °C. A fin de evitar variaciones que pudieran afectar a la expresión génica, el pH de 
los CDMs fue ajustado a 7,2 con ácido 3-(N-morfolino)propanesulfónico (MOPS) 0,19 
M. No obstante, diferentes medidas de pH fueron llevadas a cabo a partir de 3 ml de 
muestra de los cultivos a lo largo del crecimiento. 
 
3.2.3. Extracción de ARN y transcripción inversa 
 El ARN total de los cultivos de L. lactis IFPL730 crecidos en los CDMs con 
diferente contenido en aminoácidos fue extraído a diferentes tiempos durante la curva 
de crecimiento: (1) inicio de la fase exponencial; (2) final de la fase exponencial; y (3) 
fase estacionaria tardía. El ARN fue purificado utilizando el kit RNeasy (Qiagen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante, modificando el protocolo para insertar un 
paso inicial de lisis enzimática con lisozima (50 mg/mL) y mutanolisina (200 U/mL). 
Previo a la sedimentación por centrifugación (10.000 g, 10 min), las células fueron 
tratadas con RNA protect bacteria reagent (Qiagen) a fin de proteger y estabilizar el 
ARN. La concentración de ARN fue calculada midiendo la absorbancia a 260 nm usando 
el espectrofotómetro SmartSpec Plus (Bio-Rad). Otra medida de absorbancia, a 280 
nm, fue realizada para establecer la calidad del ARN extraído mediante el cociente 
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260/280, que indica el contenido residual de proteínas. Se incluyeron en el estudio 
aquellas muestras de ARN con un cociente 260/280 entre 1,8-2,0. 
 Antes de proceder con la transcripción inversa, el ARN fue tratado con ADNasa 
(DNase Treatment and Removal Reagents, Ambion) para eliminar los posibles restos de 
ADN en las muestras. La síntesis del ADN complementario (ADNc) fue realizada usando 
el sistema ThermoScript RT-PCR (Invitrogen). La mezcla de reacción (20 µL) contenía 1 
µg de ARN, 50 ng/µL de random hexamers, 10 mM de la mezcla de dNTPs, tampón de 
síntesis al 5×, 0,1 M de DTT, 40 U de ARNasa OUT y 15 U de ThermoScript RT. El 
protocolo térmico fue el siguiente: desnaturalización a 65 °C (5 min), estabilización a 
25 °C (5 min), retrotranscripción a 50 °C (50 min) e inactivación de la transcriptasa 
inversa a 85 °C (5 min).  
 
3.2.4. Medida de la expresión génica mediante PCR a tiempo real (RTi-
PCR) 
 
3.2.4.1. Diseño de cebadores y evaluación de su especificidad y eficiencia 
Los cebadores utilizados en este estudio (Tabla 3.2) se diseñaron a partir de la 
secuencia del genoma de L. lactis IL 1403 (GenBank Nº acceso AE005176) (Bolotin et 
al., 2001) y del gen kivD de L. lactis IFPL730 (GenBank Nº acceso AJ746364.1), 
empleando la aplicación Primer-Blast (NCBI). Los cebadores fueron diseñados para 
amplificar secciones definidas y específicas de cinco genes que participan en el 
catabolismo de aminoácidos (Fig. 3.1) y del gen tuf, que codifica para el factor de 
elongación Tu en L. lactis y que fue usado como gen de referencia. Así, se diseñaron 
unos cebadores con una longitud de entre 17-23 bases, con una Tm de entre 50-52 °C y 
evitando la formación de dímeros y estructuras secundarias. Los amplicones generados 
oscilan entre 148-233 pares de bases (pb).  
Para comprobar la presencia de estos genes de interés en L. lactis IFPL730, así 
como la especificidad de los cebadores se llevó a cabo una amplificación por PCR con 
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ADN genómico. El ADN se obtuvo empleando el sistema Qiagen (QIAamp DNA Stool 
Mini Kit), siguiendo las instrucciones del fabricante, incluyendo una lisis mecánica 
previa a la purificación, tal y como describen García-Cayuela et al. (2009). La reacción 
de PCR (50µL) contenía 200 µM de cada deoxinucleósido trifosfato, 0,4 µM de cada 
cebador, 1,5 mM de MgCl2, tampón de reacción al 1×, 2,5 U de enzima Taq DNA 
Polymerase Recombinant (Invitrogen) y 500 ng de ADN genómico de L. lactis IFPL730. 
El programa de amplificación fue el siguiente: 94 °C durante 3 min; 30 ciclos de 94 °C 
(30 s), 52 °C (20 s) y 72 °C (20 s); y una extensión final de 72 °C durante 5 min. Los 
productos generados (5 µL) fueron separados en un gel de agarosa (2%) y se comparó 
la longitud de los amplicones con los tamaños esperados (Tabla 3.2).  
 
 
Figura 3.1. Esquema general del catabolismo de aminoácidos en L. lactis. Los genes de interés en este 
estudio se representan en negrita y en cursiva (Adaptado de Requena y Peláez, 2007). 
 
La eficiencia de reacción (E) o capacidad para duplicar el número de amplicones 
obtenidos en cada ciclo de amplificación por RTi-PCR fue determinada para cada pareja 
de cebadores (Tabla 3.2). Se realizaron curvas estándares por RTi-PCR a partir de 
diluciones seriadas con ADNc procedente de ARN extraído del cultivo de L. lactis 
Hidroxiácido 
deshidrogenasa
(panE)
Ác. Glutámico
Aldehído
Aminoácidos: 
BCAAs, aromáticos y metionina
α-Cetoglutarato
Decarboxilación
(kivD)
Transaminación
(araT, bcaT )
Hidroxiácido
α-Cetoácido
Acil-CoA
Ác. carboxílico Alcohol
Metanotiol
DMDS, DMTS
tioésteres
Actividad
liasa
(ytjE)
Éster
Ác. Glutámico
α-Cetoglutarato
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IFPL730 crecido en CDM. La eficiencia de cada pareja de cebadores se calculó a partir 
de la pendiente de la curva estándar de acuerdo a la siguiente fórmula:  
E=10 (-1/pendiente)-1. 
 
Tabla 3.2. Cebadores empleados. 
Gen  
 
Cebadores Secuencias 5´→3´ Amplicón (pb) Eficiencia 
de RTi-PCR
a
 
araT aratfor 
aratrev 
GTTTGACCAACAGGTTTCAT 
AATTTCATCTTCTGCTGCAT 
220 1,85 
bcaT bcatfor 
bcatrev 
TTCCGTCCTGACCAAAATG 
GCACCCGTTCCGTAAGG 
187 1,96 
kivD kivdfor 
kivdrev 
AAGCCAAATTGCAGATAAAG 
CTTTGATTTGGCCCATGAAT 
174 1,89 
ytjE ytjefor 
ytjerev 
CCATTCACTTCCATTTTCAT 
TATCTTCTGCCACCAAAAGT 
176 1,87 
panE panefor 
panerev 
AATTATTTGGTGATGGTTGG 
CATATCATGTGCTGGTTTTG 
233 1,87 
tuf tuffor 
tufrev 
GCGTTCTGGAGTTGGGATGT 
CCTCTTGAGCGAATACGATT 
148 1,78 
a
 Un valor de 2 equivale a una eficiencia del 100% 
 
3.2.4.2. Reacción de RTi-PCR 
La RTi-PCR se llevó a cabo en un equipo iQTM5 Multicolor Real-Time PCR 
detection system Cycler (Bio-Rad). En la reacción de RTi-PCR se utilizaron 1 µl del ADNc, 
0,3 µl de cada uno de los cebadores específicos (20 µM) y 12,5 µl de la mezcla maestra 
IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), completando el volumen de reacción hasta 25 µl 
con agua milliQ estéril. Cada ADNc fue amplificado con los cebadores específicos que 
aparecen en la tabla 3.2. En cada análisis se incluyeron dos controles negativos, uno 
contenía ARN tratado con ADNasa y el otro, la mezcla de reacción sin el ADNc. El 
protocolo térmico fue: desnaturalización previa a 98 °C (2 min), seguida de 40 ciclos de 
desnaturalización a 98 °C (10 s), de hibridación a 52 °C (30 s) y elongación a 72 °C (60 
s). Las medidas de fluorescencia se realizaron en cada ciclo en el paso de elongación. 
Para detectar posibles productos inespecíficos y/o la aparición de dímeros de 
cebadores se programó al final de cada reacción de RTi-PCR una curva de melting entre 
50 y 95 °C (0,5 °C/s). 
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3.2.4.3. Análisis de los resultados obtenidos mediante RTi-PCR 
 Cada reacción de RTi-PCR va asociada a un ciclo umbral (CT), definido como el 
ciclo en el que se empieza a detectar un aumento de fluorescencia significativo con 
respecto a la señal de base. En este estudio, la señal de base que se estableció como 
óptima fue la generada automáticamente por el software del equipo de RTi-PCR.  
 Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el método descrito por 
Pfaffl (2001), donde se tienen en cuenta las eficiencias de reacción de los cebadores 
empleados para amplificar tanto los genes en estudio como los genes de referencia. El 
nivel de expresión relativa o ratio fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuación:  
Ratio = (Emuestra) 
ΔCt muestra (control-muestra) / (Eref) 
ΔCt ref (control-muestra) 
En esta ecuación el ratio del gen en estudio se expresa en una muestra frente a un 
control en comparación con un gen de referencia: Emuestra representa la eficiencia de 
reacción de los cebadores empleados para amplificar el gen en estudio; Eref representa 
la eficiencia de reacción de los cebadores empleados para amplificar el gen de 
referencia; ΔCTmuestra es la desviación en CT del control menos la muestra del gen en 
estudio; y ΔCTref es la desviación en CT del control menos la muestra del gen de 
referencia. En este caso, la condición control se corresponde con los crecimientos en 
CDM, y la muestra, con los crecimientos en CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu. Las 
eficiencias para cada pareja de cebadores (Tabla 3.2) se calcularon de acuerdo con lo 
indicado en el apartado 3.2.4.1. La expresión génica fue inducida o reprimida cuando el 
ratio fue superior o inferior a 1, respectivamente.  
 El gen de referencia utilizado en este estudio para la normalización de los datos 
fue el gen tuf de L. lactis, que codifica para el factor de elongación Tu. Para confirmar 
la aptitud de este gen como referencia se determinó su expresión a distintos tiempos a 
lo largo de la curva de crecimiento y en diferentes CDMs. Todas los ΔCT entre dos 
muestras fueron igual o inferior a 1, lo cual, validó al gen tuf como control interno 
(resultados no mostrados).  
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 Los ensayos fueron llevados a cabo sobre muestras de ADNc sintetizado del 
ARN procedente de 3 cultivos independientes de L. lactis IFPL730 crecido en los 
diferentes CDMs. Las reacciones de RTi-PCR se realizaron por triplicado para cada gen.  
 
3.2.5. Análisis de compuestos volátiles por SPME-GC-MS 
 Los compuestos volátiles producidos por L. lactis IFPL730 tras 30 h de 
incubación (fase estacionaria tardía) en CDMs con diferente contenido en aminoácidos 
fueron analizados mediante microextracción en fase sólida (SPME) acoplada a 
cromatografía de gases (GC) y espectrometría de masas (MS). Para ello, se utilizaron 
los sobrenadantes de cada cultivo procedentes de las muestras extraídas para la 
expresión génica en esa fase de crecimiento. De cada sobrenadante se dispusieron 3 
mL en viales, añadiéndoles 4-metil-2-pentanol (concentración final de 4 mg/L) como 
control interno (CI). Las muestras fueron acondicionadas durante 5 min a 60 °C y 
expuestas a una fibra de divinilbenceno/carboxeno/polidimetilxiloxano 
(DVB/CAR/PDMS) (Supelco) durante 10 min. Después, la fibra fue insertada en el 
inyector del cromatógrafo durante 5 min para la desorción de la muestra, sobre una 
columna Hp-INNOWAX 136 de 60 m x 0,25 mm x 0,50 µm (Agilent) y con un flujo de 
helio de 54 mL/min. La temperatura del horno fue mantenida a 40 °C durante 2 min, y 
programada para aumentar en 5 °C/min hasta 70 °C. Se mantuvo en esta temperatura 
durante 2 min antes de incrementar de nuevo hasta 240 °C a una frecuencia de 10 
°C/min. Finalmente se mantuvo a esta última temperatura durante 10 min. El detector 
de masas escaneó en el rango 29-500 m/z a una velocidad de 1,1 scans/s. La 
identificación de los compuestos se llevó a cabo mediante la comparación de los 
espectros con los contenidos en la base de datos NIST98 del soporte informático 
(Chem-Station Software, Agilent). Los resultados fueron expresados como abundancia 
relativa respecto del CI (porcentaje del área de pico del compuesto sobre la del CI). 
Todas las muestras fueron analizadas por triplicado. 
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3.2.6. Análisis estadístico 
 El análisis estadístico se realizó mediante el programa estadístico SPSS versión 
15.0. El análisis de la varianza (ANOVA) y el método Tukey test fueron usados para 
localizar diferencias significativas, estableciendo un intervalo de confianza del 95% (P < 
0,05).  
 
 
3.3. RESULTADOS 
 
3.3.1. Crecimientos de L. lactis IFPL730 en CDMs con diferente contenido 
en BCAAs 
La habilidad de L. lactis IFPL730 para crecer en varios CDMs, cuyas diferencias 
se basan en el contenido en BCAAs, fue comparada a través de la curva de crecimiento 
(Fig. 3.1). Estudios previos en nuestro laboratorio indicaron que esta cepa es 
auxotrófica para valina y leucina, de ahí que en este estudio se utilizaron CDMs con un 
contenido mínimo de estos aminoácidos que permitían el crecimiento de L. lactis 
IFPL730 (0,033 g/L de valina y 0,0047 g/L de leucina en CDM-Val y CDM-Leu, 
respectivamente). La ausencia de isoleucina o la mínima cantidad de valina o leucina 
repercutió en el crecimiento, como puede observarse al comparar la DO480 en estas 
condiciones con la obtenida en el CDM que contenía todos los aminoácidos (Fig. 3.1). 
De hecho, puede observarse que el periodo de latencia en CDM ( 3̴h) fue 
marcadamente menor que en el resto de CDMs ( 6̴-8h), evidenciándose la necesidad de 
adaptación de la cepa a cada una de las deficiencias encontradas. Además, la densidad 
celular máxima de los cultivos también varió en función del medio de crecimiento, 
oscilando entre una DO480 de 0,80 para CDM-Leu y de 1,71 para CDM. De forma 
análoga, la tasa de crecimiento máxima fue obtenida con CDM y la mínima con CDM-
Leu, siendo idéntica para CDM-Ile y CDM-Val (Tabla 3.3).  
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Figura 3.2. Curvas de crecimiento de L. lactis IFPL730 en diferentes medios químicamente definidos 
basados en el contenido en aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs): CDM, todos los BCAA están 
presentes; CDM-Ile, la isoleucina está ausente; CDM-Val, el contenido de valina está reducido a un 10% 
del contenido basal; CDM-Leu, el contenido en leucina está reducido a un 1% del contenido basal. Las 
curvas fueron obtenidas a partir de 3 repeticiones biológicas con cada medio, presentando un 
coeficiente de variación en un rango de entre 0,1 y 9% para todas las condiciones. 
 
Tabla 3.3. Tasa de crecimiento máxima [µmax (h
-1
)] calculada a partir de los datos de densidad óptica a 
480 nm obtenidos durante el crecimiento de L. lactis IFPL730 en diferentes medios de cultivo. 
Medio de cultivo µmax (h
-1
) 
CDM (medio químicamente definido basal) 1,10 
CDM-Ile (CDM sin isoleucina) 0,69 
CDM-Val (CDM con contenido mínimo de valina) 0,69 
CDM-Leu (CDM con contenido mínimo de leucina) 0,55 
 
De manera complementaria se llevaron a cabo recuentos en placa y medidas de 
pH durante el crecimiento de L. lactis IFPL730 a diferentes tiempos (Tabla 3.4), que se 
correspondieron con aquellos en los que se realizaron los estudios de expresión 
génica: inicio de la fase exponencial, final de la fase exponencial y fase estacionaria 
tardía, e incluyendo los valores correspondientes al inicio del experimento. Los valores 
de los recuentos obtenidos fueron muy similares para todas las condiciones de 
crecimiento estudiadas, alcanzando en la fase estacionaria recuentos que oscilaban 
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entre 1,51 y 4,48 x 109 UFC/mL. Por otro lado, el nivel de acidificación de los cultivos 
estuvo controlado gracias al tampón MOPS, siendo la variación máxima de los valores 
de pH durante todo el crecimiento de 0,5 (Tabla 3.4). Esta variación no se considera 
que pueda afectar a los valores de expresión de los genes de interés.  
 
Tabla 3.3. Recuentos en placa
a
 y medidas de pH
a
 en varias etapas
b
 del crecimiento de L. lactis IFPL730 
en diferentes medios de cultivo
c
. (Tiempo-0, inicio del experimento; Tiempo-1, inicio fase exponencial; 
Tiempo-2, final fase exponencial; Tiempo-3, fase estacionaria)
a
. 
 
 TIEMPO-0 TIEMPO-1 TIEMPO-2 TIEMPO-3 
 
Recuentos en placa (log UFC/mL)     
CDM 7,17 ± 0,03 8,36 ± 0,02 9,45 ± 0,05 9,65 ± 0,04 
CDM-Ile 7,25 ± 0,12 8,53 ± 0,08 9,26 ± 0,09 9,37 ± 0,11 
CDM-Val 7,26 ± 0,09 8,50 ± 0,10 9,47 ± 0,07 9,58 ± 0,07 
CDM-Leu 7,33 ± 0,13 8,63 ± 0,03 9,02 ± 0,22 9,18 ± 0,01 
pH     
CDM 7,18 ± 0,01 7,10 ± 0,01 6,77 ± 0,01 6,76 ± 0,01 
CDM-Ile 7,19 ± 0,01 7,10 ± 0,01 6,96 ± 0,06 6,75 ± 0,04 
CDM-Val 7,18 ± 0,09 7,07 ± 0,03 6,86 ± 0,03 6,75 ± 0,04 
CDM-Leu 7,19 ± 0,01 7,07 ± 0,06 6,99 ± 0,02 6,81 ± 0,03 
a
Los valores representan el promedio con la desviación estándar procedente de 3 repeticiones biológicas. 
b
Etapas del crecimiento: Tiempo-0, inicio del experimento; Tiempo-1, inicio fase exponencial; Tiempo-2, 
final fase exponencial; Tiempo-3, fase estacionaria. 
c
Medios de cultivo: CDM, todos los BCAA están presentes; CDM-Ile, la isoleucina está ausente; CDM-Val, el 
contenido de valina está reducido a un 10% del contenido basal; CDM-Leu, el contenido en leucina está 
reducido a un 1% del contenido basal. 
 
 
3.3.2. Especificidad y eficiencia de los cebadores empleados para 
amplificar los genes de interés en L. lactis IFPL730 
 
Antes de iniciar el análisis de expresión se llevó a cabo el estudio de 
especificidad y eficiencia de los cebadores diseñados (Tabla 3.2). Se confirmó en un gel 
de agarosa que la longitud de los amplicones generados por PCR con cada pareja de 
cebadores a partir de ADN de L. lactis IFPL730 presentaban los tamaños esperados 
(resultados no mostrados). Además, el análisis de las curvas de melting obtenidas por 
RTi-PCR para cada pareja de cebadores no reveló la formación de ningún fragmento 
inespecífico que interfiriera durante la lectura de fluorescencia. 
Por otra parte, el análisis por RTi-PCR de diluciones decimales del ADNc 
procedente de una cantidad conocida de células a partir de un cultivo de L. lactis 
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IFPL730 crecido en CDM generó rectas de calibrado para cada pareja de cebadores con 
valores de eficiencia en un rango de 1,78 a 1,96 (Tabla 3.2). Con objeto de minimizar 
los errores en la evaluación de la expresión génica y dada la diferencia existente entre 
los valores de eficiencia, se empleó el método Pfaffl (Pfaffl, 2001), utilizado 
normalmente para la determinación de expresión de los genes de estudio cuando las 
eficiencias de los cebadores empleados son diferentes a 2.  
 
3.3.3. Expresión relativa de los genes implicados en el catabolismo de 
aminoácidos durante el crecimiento de L. lactis IFPL730 en medios de 
cultivo con diferente concentración de aminoácidos ramificados  
Para estudiar el efecto del contenido en aminoácidos de cadena ramificada 
(BCAAs) en el medio de crecimiento sobre la expresión de los genes que codifican a las 
enzimas AraT, BcaT, KivD, YtjE y PanE, implicadas en el catabolismo de aminoácidos en 
L. lactis (Fig. 3.1), se llevaron a cabo análisis de expresión génica por RTi-PCR. Los 
resultados de expresión obtenidos en el crecimiento de L. lactis IFPL730 en los medios 
con diversas carencias de BCAAs (CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu) fueron comparados 
con los del crecimiento en CDM con todos los aminoácidos (Fig. 3.3). Además, con 
objeto de analizar la evolución de la expresión génica a través del tiempo se analizaron 
muestras procedentes de diferentes etapas de crecimiento: inicio de la fase 
exponencial (Tiempo-1), final de la fase exponencial (Tiempo-2) y fase estacionaria 
(Tiempo-3). En este sentido, se observó que la expresión relativa de todos los genes en 
estudio aumentó de forma generalizada en L. lactis crecido en CDM-Ile, CDM-Val y 
CDM-Leu durante las etapas de crecimiento correspondientes a los Tiempos-2 y 3 (a 
partir del final de la fase exponencial), en comparación con los obtenidos en la primera 
etapa (Tiempo-1). Durante el inicio de la fase exponencial, las diferencias de expresión 
de todos los genes encontradas entre el crecimiento en los CDMs con diferencias en el 
contenido en BCAAs y el CDM basal fueron mínimas (Fig. 3.3). 
Durante la fase exponencial de crecimiento (Tiempo-2), la expresión de los 
genes en estudio evolucionó en función del medio de cultivo. Los valores de expresión 
relativa obtenidos para los genes kivD, ytjE y panE tanto en CDM-Ile como en CDM-Val 
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fueron significativamente diferentes en relación a los obtenidos en CDM-Leu. Sin 
embargo, al comparar los ratios de expresión de araT y bcaT obtenidos durante el 
crecimiento en el Tiempo 2 en CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu, no se apreciaron 
diferencias estadísticamente significativas entre los cultivos.  
El gen que presentó los ratios de expresión más elevados en esta fase de 
crecimiento, tanto en ausencia de isoleucina como en carencia de valina, fue kivD, 
alcanzando valores de 4,20 y 6,46, respectivamente, e indicando una clara inducción 
del gen por ausencia o carencia de estos aminoácidos en el medio de crecimiento. 
Aunque la diferencia de los ratios fue de 2 aproximadamente, no se apreciaron 
diferencias significativas entre los valores obtenidos en CDM-Ile y CDM-Val para kivD, 
es decir, que el nivel de inducción de la expresión de kivD ocurrió por igual durante el 
crecimiento de L. lactis IFPL730 en estos dos medios. Un comportamiento similar se 
observó para ytjE y panE, aunque los valores de expresión relativa fueron algo 
menores (Fig.3.3).  
Asimismo, la expresión de araT en los tres medios (CDM-Ile, CDM-Val y CDM-
Leu) durante la fase exponencial experimentó una pequeña inducción, con valores de 
ratio en un rango de 2,19 a 2,67, aunque como se ha mencionado anteriormente, no 
se encontraron diferencias significativas entre los CDMs. Por otro lado, la expresión 
relativa de bcaT durante el Tiempo 2 fue inducida hasta 4 veces durante el crecimiento 
en CDM-Leu (Fig. 3.3). La inducción de la expresión de los genes araT y bcaT (ratios de 
2,67 y 4,01, respectivamente) en CDM-Leu en esa etapa de crecimiento contrastó con 
la represión observada para kivD y panE, al presentar unos valores de ratio inferiores a 
1. Esto podría reflejar la importancia en L. lactis de las aminotransferasas AraT y BcaT 
en la etapa exponencial de crecimiento en un medio con limitaciones en el contenido 
de leucina.
  
 
 
 
Figura 3.3. Comparación de los niveles de expresión relativa de varios genes en L. lactis IFPL730 crecido en un medio químicamente definido (CDM) con diferencias en el 
contenido de aminoácidos (CDM-Ile, en ausencia de isoleucina; CDM-Val, el contenido de valina fue reducido a un 10% del contenido basal; CDM-Leu, el contenido de 
leucina fue reducido a un 1% del contenido basal) y en distintas etapas de la curva de crecimiento (Tiempo-1, fase de latencia; Tiempo-2, fase exponencial; Tiempo-3, fase 
estacionaria). La condición de crecimiento en CDM (conteniendo todos los aminoácidos de cadena ramificada) fue definida como control para calcular los ratios. Los 
resultados obtenidos proceden de 3 repeticiones biológicas. 
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 Durante la fase estacionaria (Tiempo-3) se alcanzaron los valores máximos de 
expresión para todos los genes, mostrando una evidente inducción en todas las 
condiciones de crecimiento. A diferencia de los resultados obtenidos en el Tiempo 2, 
todos los genes presentaron un patrón de expresión común durante el Tiempo 3, 
caracterizado por alcanzar valores de expresión relativa superiores durante el 
crecimiento en CDM-Ile y CDM-Val, en comparación con los obtenidos en CDM-Leu 
(Fig. 3.3). La ausencia de isoleucina o la carencia de valina generaron diferencias 
significativas en la expresión de ytjE y panE, mostrando ambos genes unos valores de 
ratios superiores en CDM-Val de hasta 8 veces con respecto al crecimiento en CDM-Ile. 
Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en la inducción de la expresión 
de araT, bcaT y kivD entre el crecimiento de L. lactis IFPL730 en CDM-Ile y CDM-Val. 
Son destacables los valores altos de expresión relativa obtenidos durante la fase 
estacionaria en esos dos CDMs para bcaT y kivD, alcanzando unos ratios en un rango 
de 9-14, sugiriendo una regulación común ante la falta de BCAAs 
 
3.3.4. Análisis de los compuestos orgánicos volátiles producidos por L. 
lactis IFPL730 durante el crecimiento en medios de cultivo con diferente 
concentración de aminoácidos ramificados 
 El análisis por microextracción en fase sólida (SPME) acoplada a cromatografía 
de gases (GC) y espectrometría de masas (MS) permitió la identificación total de 17 
compuestos orgánicos volátiles (COVs) (5 aldehídos, 7 cetonas, 2 alcoholes, 2 ácidos 
carboxílicos y 1 éster) generados durante 30 h de crecimiento (fase estacionaria, 
Tiempo-3) de L. lactis IFPL730 en diferentes medios de cultivo (CDM, CDM-Ile, CDM-
Val y CDM-Leu) (Fig. 3.4). El crecimiento en las diferentes condiciones se vio reflejado 
con cambios en los compuestos detectados. En este sentido, el número de COVs 
producidos por L. lactis IFPL730 en los diferentes CDMs fue variable, dependiendo del 
medio de cultivo. Por ejemplo, el crecimiento en CDM-Leu originó tan sólo 5 
compuestos volátiles (2 aldehídos, 1 alcohol, 1 cetona y 1 ácido carboxílico) de los 17 
identificados en total.  
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 El aldehído 2-metilbutanal, que proviene de la isoleucina, sólo fue identificado 
en los cultivos en condiciones de crecimiento en CDM y en CDM-Leu, obteniendo unas 
abundancias relativas algo bajas en comparación con aquellas obtenidas por otros 
COVs en esas condiciones. Por otra parte, el compuesto 3-metilbutanal, que proviene 
de la leucina, fue producido abundantemente por L. lactis IFPL730 en todos los CDMs, 
excepto en CDM-Leu, donde no fue detectado. El medio CDM-Leu contenía una 
mínima parte de leucina (un 1% del contenido existente en CDM), por lo que es 
probable que IFPL730 al crecer en ese medio redirigiera el contenido intracelular de 
leucina a favor de procesos biosintéticos relacionados con el crecimiento en 
detrimento de procesos catabólicos. La abundancia del 3-metilbutanal durante el 
crecimiento en CDM-Ile fue algo más del doble que la obtenida en CDM (55,0 ± 5,0 
frente a 21,4 ± 2,8). Otro aldehído, el benzaldehído, que deriva del aminoácido 
aromático fenilalanina, no fue generado durante el cultivo en CDM, aunque sí fue 
detectado tras el crecimiento en medios de cultivo con diferente concentración de 
BCAAs (Fig. 3.4). La abundancia relativa del benzaldehído fue muy similar en CDM-Ile, 
CDM-Val y CDM-Leu, lo que concuerda con los datos de expresión obtenidos por RTi-
PCR para el gen araT (que codifica para una aminotransferasa específica de 
aminoácidos aromáticos). En relación a los demás aldehídos identificados, se 
observaron unos valores mínimamente superiores en los crecimientos en CDM-Ile con 
respecto a los obtenidos en CDM, pero sin llegar a ser estadísticamente significativos. 
Referente a las cetonas detectadas durante el crecimiento, hay que destacar la 
abundancia obtenida por 2-butanona y 6-metil-2-heptanona (Fig. 3.4), observándose 
una clara diferencia entre el cultivo de L. lactis IFPL730 en CDM y en el resto de 
medios. Una cetona que se generó en los cuatro medios fue la 2,3-pentanediona, 
derivada del α-aceto-α-hidroxibutirato (un intermediario de la biosíntesis de 
isoleucina), mostrando una abundancia significativamente mayor en CDM-Leu que en 
el resto de medios. Además, los compuestos 2,3-heptanediona y 5-hidroxi-2,7-dimetil-
4-octanona presentaron abundancias similares en CDM-Ile y CDM-Val, representando 
más del doble que las obtenidas en CDM (Fig. 3.4).  
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Figura 3.3. Compuestos volátiles producidos por L. lactis IFPL730 tras 30 horas de crecimiento en diferentes medios químicamente definidos (CDMs) basados en el 
contenido en aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs): CDM, contenía todos los BCAA; CDM-Ile, en ausencia de isoleucina; CDM-Val, el contenido de valina fue reducido 
a un 10% del contenido basal; CDM-Leu, el contenido de leucina fue reducido a un 1% del contenido basal. Los datos representan las abundancias relativas (%) respecto del 
4-metil-2-pentanol (control interno, CI) procedentes de 3 repeticiones biológicas. 
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Por otro lado, los únicos compuestos alcohólicos que se detectaron en los 
cultivos de L. lactis IFPL730 en los diferentes CDMs fueron el 2-metilbutanol y el 3-
metilbutanol, generados tras la reducción del 2-metilbutanal y 3-metilbutanal, 
respectivamente (Fig. 3.4.). En este sentido, el 2-metilbutanol sólo se detectó en los 
cultivos de CDM-Leu, mientras que el 3-metilbutanol se detectó en todos los cultivos 
excepto en CDM-Leu. Al igual que ocurría con su correspondiente aldehído, el 3-
metilbutanal, la abundancia del 3-metilbutanol durante el crecimiento en CDM-Ile fue 
más alta que la obtenida en CDM (24,52 ± 1,98 frente a 34,50 ± 2,18). 
En relación a los demás compuestos, como se puede observar en la Fig. 3.4, 
aparecieron de forma aislada. Por ejemplo, el ácido propanoico sólo se detectó en el 
cultivo de CDM-Leu, el ácido succínico sólo en CDM-Val y el ácido 2-metilbutil-S-
tioacético en CDM. 
 
 
3.4. DISCUSIÓN  
 Algunas cepas de L. lactis, preferentemente aquellas que han sido aisladas de 
ambientes naturales de origen no lácteo, pueden crecer sin excesiva dificultad en un 
medio que presente una cierta limitación en el contenido de aminoácidos, dado que 
estas bacterias dependen mayoritariamente de su propia capacidad de biosíntesis 
(Gitton et al., 2005). En este trabajo se ha estudiado el crecimiento de L. lactis IFPL730 
en varios medios de cultivo con diferencias en el contenido en BCAAs. Aunque la tasa 
de crecimiento máxima (µ) de la estirpe experimentó un descenso cuando fue crecida 
en medios con carencia de BCAAs en comparación con el medio completo, IFPL730 
mostró un crecimiento óptimo en todos los medios. Los crecimientos en CDM-Ile y 
CDM-Val provocaron, con respecto al CDM completo, un descenso de µ en torno al 
37%, mientras que el contenido mínimo de leucina provocó un descenso del 50%. Si 
bien la deficiencia en el medio de algún BCAA determinó cambios en µ y en los valores 
máximos de DO480, esto no impidió que se alcanzaran recuentos superiores a 1x10
9 
UFC/mL al cabo de las 30h de cultivo en todos los medios. Este resultado demuestra la 
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habilidad de L. lactis IFPL730 para reajustar sus rutas metabólicas y así poder hacer 
frente a la carencia de BCAAs. Estudios previos con L. lactis IFPL730 demostraron la 
auxotrofía de la cepa para leucina y valina y la capacidad para crecer en ausencia de 
isoleucina (De la Plaza et al., 2009). La carencia de nutrientes suficientes para sostener 
el crecimiento de L. lactis puede ocurrir tanto en ambientes naturales como en medios 
industriales complejos (Doeven et al., 2005; Savijoki et al., 2006) y son numerosas las 
auxotrofías que se han detectado en L. lactis (Delorme et al., 1993; Godon et al., 1993; 
Cocaign-Busquet et al., 1995). A pesar de ello, muy pocos estudios en bacterias lácticas 
han abordado el efecto de la carencia o la presencia de un contenido mínimo en 
alguno de los BCAAs sobre las enzimas implicadas en el catabolismo de aminoácidos.  
En este trabajo se empleó la transcripción inversa acoplada a la RTi-PCR como 
método sensible para estudiar en L. lactis IFPL730 el efecto producido por la carencia o 
ausencia de BCAAs en el medio de crecimiento sobre el nivel transcripcional de genes 
que codifican enzimas clave en el catabolismo de aminoácidos y la formación de 
compuestos volátiles. Asimismo, la formación de esos compuestos fue evaluada 
mediante SPME y GC-MS, técnica que ha sido descrita como esencial para la 
caracterización del aroma de quesos o leche fermentada (Conrad et al., 2004; 
Chammas et al., 2006). Diversos estudios en relación con el catabolismo de 
aminoácidos en L. lactis (Yvon y Rijnen, 2001; Smit et al., 2005a; Yvon, 2006; Fernández 
y Zúñiga, 2006; Requena y Peláez, 2007) nos permitieron seleccionar 5 genes para 
nuestros experimentos (Fig. 3.1). El gen de referencia utilizado para la normalización 
de los datos de expresión fue el gen tuf, que codifica para el factor de elongación TU y 
que ha sido satisfactoriamente empleado en otros estudios de expresión génica en L. 
lactis (Guédon et al., 2005; Sperandio et al., 2005). Los genes araT y bcaT codifican 
para dos aminotransferasas (específicas de aminoácidos aromáticos y de cadena 
ramificada, respectivamente) que catalizan la conversión de aminoácidos a los 
correspondientes α-cetoácidos, que a su vez, son los precursores para la formación de 
compuestos volátiles (Yvon et al., 1997; Yvon et al., 2000). Esos α-cetoácidos pueden 
actuar como sustrato para varias enzimas, como la hidroxiácido deshidrogenasa, 
codificada por el gen panE, originando los correspondientes hidroxiácidos (Chambellon 
et al., 2009); y la α-cetoácido decarboxilasa (gen kivD), catalizando la decarboxilación 
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de α-cetoácidos a aldehídos (De la Plaza et al., 2004). Por último, el gen ytjE codifica 
para una C-S liasa con actividad sobre aminoácidos azufrados produciendo compuestos 
volátiles de interés (Martínez-Cuesta et al., 2006b). 
 
La expresión relativa de los genes en estudio fue inducida por la ausencia o 
carencia de BCAAs en el medio de crecimiento en las etapas exponencial y estacionaria 
de crecimiento, no detectándose dicha inducción en la fase de latencia. Estos genes 
podrían estár sujetos a la regulación ejercida por el regulador global del metabolismo 
del nitrógeno CodY, cuya actividad represora dejaría de funcionar ante la falta de 
BCAAs en el medio de crecimiento (Guedon et al., 2001a). Generalmente, CodY 
reprime en bacterias Gram-positivas la expresión de genes durante la fase logarítmica 
en condiciones de abundancia de nitrógeno (Sonenshein, 2005). Guedon et al. (2005) 
describieron que el principal efector de CodY era la isoleucina y que el efecto mediado 
por leucina o valina era más bajo o insignificante, respectivamente. Además, la 
expresión de las enzimas AraT y BcaT en L. lactis NCDO763 se ha demostrado que está 
regulada por CodY ante la presencia de isoleucina, y no por el contenido de valina y 
leucina (Chambellon e Yvon, 2003). Las afirmaciones realizadas en esos estudios 
coinciden en parte con las observaciones de este trabajo, debido a que no solo la 
carencia de isoleucina provocó la inducción de todos los genes, sino también la 
carencia de valina y leucina. Villapakkam et al. (2009) han descrito recientemente que 
la valina está implicada en la inducción de CodY en B. subtilis, y De la Plaza et al. (2009) 
mostraron que la actividad enzimática de KivD en L. lactis IFPL730 también está 
afectada por la carencia de valina y leucina en el medio de cultivo, aunque en menor 
proporción que por isoleucina. En los resultados del presente estudio, la falta de 
isoleucina o la carencia de valina son las que provocaron una mayor inducción en la 
expresión génica de araT, bcaT, kivD, ytjE y panE en comparación con la carencia de 
leucina. Por otra parte, al comparar la expresión de todos los genes en CDM-Leu en la 
fase exponencial, pudimos observar que la expresión de araT y bcaT fue inducida, 
mientras que para kivD y panE fue reprimida. En esa etapa de crecimiento, L. lactis 
IFPL730 utilizaría las aminotransferasas AraT y BcaT a favor de procesos biosintéticos 
para asegurarse un suministro de leucina, al estar creciendo con limitaciones en el 
contenido de este aminoácido, mientras que bloquearía las rutas catabólicas donde 
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participan KivD y PanE. Esto explicaría la ausencia de 3-metilbutanal durante el 
crecimiento en CDM-Leu. Además, la producción de compuestos volátiles fue muy 
reducida durante el crecimiento en CDM-Leu. Un ejemplo de la inducción de las rutas 
anabólicas en detrimento de las catabólicas ante una falta de nutrientes fue descrito 
en L. lactis por Dressaire et al. (2008). 
El contenido en BCAAs en el medio de crecimiento también determinó cambios 
en los compuestos volátiles generados por L. lactis IFPL730, en parte, por consecuencia 
directa de los cambios ocurridos en la expresión génica. El aumento de expresión de 
los genes bcaT y kivD en CDM-Ile se reflejó en las abundancias obtenidas para los 
compuestos 3-metilbutanal y 3-metilbutanol en ese medio. El aldehído 3-metilbutanal 
(procedente de la leucina) ha sido identificado como un potente compuesto del aroma 
en quesos tipo Camembert, Cheddar, Emmental y Gruyere (Rychlik y Bosset, 2001). Por 
otro lado, el alcohol 3-metilbutanol, originado por reducción del 3-metilbutanal por 
deshidrogenasas, a pesar de estar asociado con un aroma fuerte en queso Cheddar 
(Dunn y Lindsay, 1985), ha sido relacionado positivamente con un aroma de caramelo 
en un estudio que se llevó a cabo sobre diez variedades de queso europeo (Lawlor et 
al., 2001). 
Los compuestos volátiles 2-butanona y 6-metil-2-heptanona fueron detectados 
en abundancia en los cultivos en CDM, con respecto al resto de medios. Estas cetonas 
derivan de la β-oxidación de los ácidos grasos en queso (McSweeney y Sousa, 2000), y 
son consideradas responsables del aroma característico de los quesos Roquefort, 
Camembert y Gorgonzola (Molimard y Spinnler, 1996; Curioni y Bosset 2002). Oku y 
Kaneda (1988) conectaron la producción de ácidos grasos con el metabolismo de 
BCAAs en B. subtilis, por lo que un contenido alto en BCAAs potenciaría la producción 
de ácidos grasos y su posterior degradación. Esto explicaría la abundancia encontrada 
de estas cetonas en CDM. Una cetona que se generó durante el crecimiento de L. lactis 
IFPL730 en todos los CDMs fue la 2,3-pentanediona, derivada del α-aceto-α-
hidroxibutirato (un intermediario de la biosíntesis de isoleucina). Este compuesto ha 
sido detectado en quesos y se ha asociado a la actividad metabólica de Lactobacillus 
herveticus (Imhof et al., 1995; Garde et al., 2006). 
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Los resultados aquí mostrados proporcionan información sobre la expresión de 
genes relacionados con la conversión de aminoácidos y la formación de compuestos 
volátiles en L. lactis IFPL730 durante el crecimiento en un medio con diferencias en el 
contenido en BCAAs. Se ha demostrado que el contenido en BCAAs en el medio de 
crecimiento está implicado en la regulación de la expresión de esos genes, y en último 
término, a la producción de un determinado perfil de compuestos volátiles. 
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Capítulo 4 
Análisis genómico y transcriptómico en Lactococcus lactis: respuesta en 
el metabolismo de aminoácidos a la carencia de isoleucina o glucosa en 
el medio de crecimiento  
 
 
4.1. INTRODUCCIÓN 
Los aminoácidos son fundamentales para la supervivencia y el desarrollo de 
bacterias. Además de ser las principales fuentes de nitrógeno, están implicados en la 
producción de energía, el control del pH intracelular y la regeneración de cofactores 
(Ardo, 2006; Fernández y Zuñiga, 2006; Ganesan et al., 2007). Esta necesidad es 
especialmente importante para las bacterias lácticas (BAL), donde se han descrito 
numerosas auxotrofías (Delorme et al., 1993; Godon et al., 1993; Cocaign-Busquet et 
al., 1995). Por ejemplo, en Lactococcus lactis IL1403 se han descrito hasta un total de 7 
auxotrofías para distintos aminoácidos (Cocaign-Busquet et al., 1995). Estas 
auxotrofías están generalmente relacionadas con mutaciones puntuales o la presencia 
de genes inactivos (Delorme et al., 1993; Godon et al., 1993). Tanto en ambientes 
naturales como en medios complejos industriales, las BAL pueden enfrentarse a una 
carencia de aminoácidos, y para afrontar dicha carencia tienen que reajustar sus rutas 
metabólicas (Doeven et al., 2005; Savijoki et al., 2006).  
Se han realizado diversos análisis transcripcionales sobre la carencia de 
aminoácidos en Bacillus subtilis (Tam le et al., 2007), Bordetella pertusis (Nakamura et 
al., 2006) y Escherichia coli (Traxler et al., 2008), revelando la participación de 
mecanismos regulatorios aún sin caracterizar, distintos de los ya conocidos, como los 
mecanismos de la respuesta severa (“stringent response”) o de los factores sigma. Las 
interacciones entre los mecanismos que determinan la expresión génica de los genes 
implicados en el proceso de adaptación a la carencia de aminoácidos todavía no son 
muy conocidas en BAL. El mecanismo de la respuesta severa, recientemente 
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investigado en L. lactis (Dressaire et al., 2008), podría intervenir en la respuesta a la 
carencia de aminoácidos, así como mecanismos generales asociados a la regulación de 
la tasa de crecimiento, ya que un agotamiento en nutrientes iría asociado a una 
desaceleración en el crecimiento (Dressaire et al., 2008). Además, el regulador CodY, 
como regulador general del metabolismo del nitrógeno y cuya actividad está mediada 
por el contenido de aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) en L. lactis (Guédon et 
al., 2001a), puede estar también implicado en la respuesta a la carencia de 
aminoácidos en el medio. Otro regulador de la transcripción podría ser GlnR, 
recientemente identificado como un regulador del metabolismo del nitrógeno en L. 
lactis (Larsen et al., 2006). Asimismo, también se ha observado la participación del 
regulador global del metabolismo del carbono CcpA en la regulación del metabolismo 
del nitrógeno y de la proteolisis en L. lactis MG1363 (Zomer et al., 2007) y en la 
respuesta a la carencia de nitrógeno en B. subtilis (Tam le et al., 2007).  
La isoleucina, junto a la valina y la leucina, todos BCAAs, son los aminoácidos 
más abundantes en las proteínas y los principales componentes de los dominios 
proteicos hidrofóbicos (Garault et al., 2000; Shivers y Sonenshein, 2005). En este 
trabajo, hemos tratado de caracterizar la respuesta de L. lactis a la carencia de 
isoleucina en el medio de crecimiento sobre el metabolismo de aminoácidos. El 
estudio fue abordado mediante un análisis transcriptómico con microchips sobre dos 
cepas de L. lactis en diferentes etapas del crecimiento. Adicionalmente, para 
determinar la posible diversidad en la expresión de genes comunes a las estirpes 
utilizadas se realizó un estudio de hibridación genómica comparativa (CGH). 
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4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.2.1. Microorganismos y condiciones de cultivo 
 Los microorganismos utilizados en este estudio fueron L. lactis IFPL730, de la 
colección del Instituto de Investigación en Ciencias de la Alimentación (CIAL), L. lactis 
subsp. lactis IL1403 y L. lactis subsp. cremoris SK11, ambos presentes en la colección 
de la Universidad del Estado de Utah, EEUU (USU). Las estirpes IFPL730 e IL1403 
fueron utilizadas para el análisis transcriptómico, y para el estudio de CGH también se 
incluyó a SK11.  
Las cepas fueron crecidas en caldo M17 suplementado con glucosa (0,5%) 
(GM17). Para el estudio transcriptómico, los cultivos fueron propagados dos veces a 30 
°C durante 24 h en 10 mL de GM17. Seguidamente se volvieron a crecer en las mismas 
condiciones durante 15 h y tras este tiempo, se recogieron las células por 
centrifugación (4000 x g, 15 min, 4 °C). Las células sedimentadas fueron lavadas dos 
veces y resuspendidas en solución salina, y se inocularon al 1% en un medio 
químicamente definido (CDM). La composición del CDM se detalla en la tabla 3.1. (Cap. 
3), aunque las vitaminas mostradas en dicha tabla fueron sustituidas por la solución 
comercial Vitamin Solution 100x (Sigma). Las variaciones en la composición del CDM se 
basaron en el contenido de isoleucina (Ile). De esta manera, el CDM basal (CDM), 
usado como control, contenía 19 aminoácidos (todos excepto el ácido aspártico) y 
glucosa como fuente de carbono, y CDM-Ile presentaba la misma composición pero sin 
isoleucina. Para evitar la aparición del estrés ácido durante el crecimiento, el pH fue 
ajustado a 7,2 con el tampón 3-(N-morfolino)propanesulfonato (MOPS)(Sigma). 
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4.2.2. Densidad celular, recuentos, viabilidad y determinación de glucosa 
La determinación de varios parámetros de crecimiento como densidad celular, 
recuentos en placa, viabilidad y contenido de glucosa libre fueron llevadas a cabo 
sobre muestras tomadas de los cultivos a diferentes etapas de la curva de crecimiento. 
La densidad óptica fue medida a 480 nm (DO480) y la tasa máxima de crecimiento (µ) 
(h-1) se obtuvo mediante la fórmula µ = ΔlnOD480/Δt. Los recuentos en placa fueron 
determinados en agar GM17 tras una incubación durante 48 h a 30 °C. La viabilidad de 
las células fue analizada usando el kit de viabilidad Baclight Live-Dead (Invitrogen). Por 
último, la cantidad de glucosa libre presente en el medio de crecimiento fue 
cuantificada indirectamente mediante espectrofotometría empleando el kit D-glucose 
test (R-Biopharm) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
4.2.3. Extracción de ADN genómico para el estudio de hibridación 
genómica comparativa (CGH) 
 El ADN genómico fue extraído de células crecidas en GM17 durante 15h a 30 °C. 
Las células sedimentadas procedentes de 1,5 mL de cultivo fueron tratadas durante 1 h 
a 37 °C con una solución de lisis que contenía ácido etilendiaminotetracético (EDTA) 
(50 mM), lisozima (10 mg/mL) y mutanolisina (250 U/mL). La purificación del ADN se 
llevó a cabo empleando el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) según las 
indicaciones del producto comercial.  
 
4.2.4. Extracción de ARN total y transcripción inversa 
 El ARN total de los cultivos de L. lactis crecidos en los CDMs con diferente 
contenido en aminoácidos fue extraído a diferentes tiempos durante el crecimiento. 
Las suspensiones celulares para el análisis transcriptómico fueron tratadas según el 
protocolo descrito por Chomczynski (1993) con algunas modificaciones para la 
extracción del ARN total. Brevemente, las muestras fueron tratadas en seis etapas: (i) 
las suspensiones celulares fueron centrifugadas a 6000 x g y el sedimento fue tratado 
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con el tampón Tris: EDTA (10:1) conteniendo lisozima (50 mg/mL) y mutanolisina (200 
U/mL); (ii) el lisado anterior se resuspendió en el reactivo Trizol LS (Invitrogen), 
logrando una completa homogeneización; (iii) se procedió a una separación de fases 
mediante la adición de cloroformo, recogiéndose la fase superior acuosa que contenía 
el ARN; (iv) se precipitó el ARN con isopropanol; (v) se lavó la suspensión de ARN con 
etanol al 70%, eliminándose todos los restos de alcohol mediante secado de la 
muestra; y (vi) se suspendió el ARN con agua libre de ARNasas. La cantidad y calidad 
del ARN fueron determinadas usando el espectrofotómetro NanoDrop ND 1000 
(Thermo Scientific) y el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent).  
El ADN complementario (ADNc) fue obtenido a partir de 10 µg de ARN, 
utilizando cebadores aleatorios y la enzima Superscriptase II (Invitrogen). El 
procedimiento se llevó a cabo según las indicaciones del fabricante, excepto que la 
mezcla de deoxinucleósidos trifosfato (dNTPs) fue reemplazada por una mezcla de 
aminoalil-dNTPs (aa-dNTPs). La mezcla de aa-dNTPs (20x) estaba compuesta por: dATP 
(10 mM), dCTP (10 mM), dGTP (10 mM), dTTP (4 mM), ddATP (0,1 mM) (Invitrogen) y 
aa-dUTP (6 mM) (Sigma). Una vez que la transcripción inversa se completó, la enzima 
fue inactivada por calor y los cebadores de ARN fueron degradados con ARNasa H 
(Epicenter). El ADNc fue purificado con el kit Qiaquick-PCR (Qiagen), siguiendo sus 
indicaciones, excepto que la solución de lavado del kit conteniendo Tris fue sustituida 
por etanol al 75%.  
 
4.2.5. Marcaje e hibridación del ADN o ADNc sobre el microchip 
Al menos 1 µg de ADN genómico o de ADNc, con unos ratios A260/A280 entre 
1,8-2 y A260/A230 ≥1,5 fueron fragmentados durante 10 min con 0,6 U de ADNasa 1 
(Promega) a 37 °C. Los fragmentos generados fueron marcados con biotina empleando 
el reactivo GeneChip DNA labeling reagent (Affymetrix) de acuerdo con las 
instrucciones del producto. Las muestras fueron hibridadas y detectadas en el Center 
for Integrated BioSystems (USU), empleando los protocolos definidos por Affymetrix. 
La hibridación se llevó a cabo empleando un microchip (Affymetrix) que contenía los 
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genomas completos de L. lactis subsp. lactis IL1403 y L. lactis subsp. cremoris SK11, 
incluyendo las regiones intergénicas. 
 
4.2.6. Normalización, visualización y análisis estadístico de datos 
Las intensidades iniciales (archivos .ccl) de todos los microchips fueron 
conjuntamente normalizadas con el método RMA (Robust Multichip Average) (Irizarry 
et al., 2003), usando el módulo xCluster R (Center for Integrated BioSystems, USU). Esa 
normalización condujo a la transformación de las intensidades en valores en log2, 
usados para los análisis estadísticos. Los ratios (LRs) fueron calculados determinando la 
diferencia en intensidades (log2) obtenidas en la muestra problema (crecimiento en 
CDM-Ile) con respecto a la muestra control (crecimiento en CDM). Los mapas de 
expresión fueron dibujados usando el módulo Hierarchical Clustering Explorer (HCE) 
version 3.5 (Seo y Shneiderman, 2002; 2004) teniendo en cuenta los niveles de 
expresión de todas las muestras, estableciéndose un cambio de color cuando las 
diferencias en expresión fueron superiores o inferiores a 1,5. Las diferencias 
significativas en los cambios de expresión fueron calculadas con el programa 
estadístico multivariable Significance Analysis for Microarrays (SAM) (Tusher et al., 
2001), ajustando el false discovery rate (FDR) al 25% (q ≤ 0,25). 
 
4.2.7. Validación del microarray y determinación de la identidad de 
secuencia (IS) 
La validación y la posible variación tecnológica del microarray se llevaron a cabo 
comparando las réplicas de las hibridaciones de las cepas control, L. lactis IL1403 y L. 
cremoris SK11. La divergencia o la conservación de los genes en L. lactis IFPL730 con 
respecto a las cepas control fue determinada a través del análisis de identidad de 
secuencia (IS), empleando la siguiente fórmula: SI = I730 – I1403/SK11, donde I 
corresponde a la intensidad detectada de cada gen en log2. Se asumió la conservación 
de genes en L. lactis IFPL730 cuando los valores de SI fueron ≥ -1,2 ó < 1,2. 
Respuesta a la carencia de isoleucina 
 
 
75 
 
4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.3.1. Análisis del genoma de L. lactis IFPL730 por hibridación genómica 
comparativa (CGH) 
 Hasta este momento, un total de cuatro genomas de L. lactis han sido 
secuenciados y publicados. Dos de ellos pertenecen a cepas de laboratorio curadas de 
plásmidos (IL1403 y MG1363), sobre las que se han llevado a cabo la mayoría de 
estudios bioquímicos y genéticos de la especie (Bolotin et al., 2001; Wegmann et al., 
2007). La tercera cepa (SK11) ha sido usada como cultivo iniciador para queso 
(Makarova et al., 2006), y la cuarta (KF147) es una cepa de origen vegetal (Siezen et al., 
2010). El análisis comparativo de sus genomas evidenció una amplia diversidad 
genética intra e intersubespecie en L. lactis. 
 
En este estudio, se ha investigado la organización del genoma de L. lactis 
IFPL730 mediante hibridación genómica comparativa (CGH) utilizando un microchip 
con los genomas de L. lactis IL1403 y L. cremoris SK11 que sirvieron para determinar 
diferencias en los patrones de expresión entre las estirpes. El microchip contenía 
sondas tanto para las regiones codificantes como para las regiones intergénicas y fue 
validado usando ADN genómico de IL1403 y SK11 (Fig. 4.1). Del total de regiones 
codificantes (n = 4388), un 20% correspondía a regiones comunes con ≥ 90% de 
homología entre 1403 y SK11 y un 40% para cada grupo de genes únicos en cada 
estirpe control. Del total de regiones intergénicas (n = 3319), el 45% eran únicas en 
1403 y el resto de SK11. La homología de estas regiones entre ambas cepas se situó 
cerca del 25%.  
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Figura. 4.1. Validación del microchip utilizado en el análisis genómico y transcriptómico, empleando 
ADN genómico de L. lactis IL1403 y L. cremoris SK11. Con diferente color se indican las regiones 
conservadas en cada estirpe, así como aquéllas comunes con ≥ 90% de homología. En cada eje se 
representan las intensidades normalizadas (log2) de los genes (A) o regiones intergénicas (B). 
 
 
El análisis por CGH de las cepas IL1403, SK11 e IFPL730 por categorías 
funcionales está indicado en la Tabla 4.1. En la mayoría de las categorías, la cepa SK11 
presenta el mayor número de genes. Entre las cepas IL1403 e IFPL730 existe un 
número de genes similar, aunque existen algunas diferencias. Por ejemplo, la cepa 
IFPL730 presenta el menor número de regiones codificantes relacionados con la 
biogénesis de membrana y pared celular, bacteriófagos, elementos de inserción y 
metabolismo en general. Si se desglosa esta última categoría se puede observar que 
IFPL730 presenta el mayor número de genes en relación al metabolismo de 
aminoácidos, al igual que SK11 en relación con el metabolismo de azúcares (Tabla 
4.1.). 
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Tabla 4.1. Análisis de los genomas de L. cremoris SK11, L. lactis IL1403 y L. lactis IFPL730 mediante 
hibridación genómica comparativa (CGH) por categorías funcionales
a
. 
CATEGORÍAS FUNCIONALES 
 
SK11 IL1403 IFPL730 
Almacenamiento y procesado de información 471 444 446 
Traslación, estructura del ribosoma y biogénesis 159 167 168 
Transcripción 192 171 167 
Replicación, recombinación y reparación 120 106 111 
Procesos celulares y señalización 335 341 319 
Control del ciclo celular y división celular 19 19 17 
Biogénesis y desarrollo de la membrana y pared celular 115 119 101 
Movilidad celular 10 9 10 
Modificación postraslacional 58 64 66 
Señalización de la transducción 61 59 58 
Secreción y transporte de sustancias 27 27 27 
Mecanismos de defensa 45 44 40 
Metabolismo 900 895 877 
Producción de energía 76 84 79 
Transporte y metabolismo de aminoácidos 219 220 225 
Transporte y metabolismo de nucleótidos 86 93 90 
Transporte y metabolismo de hidratos de carbono 196 174 169 
Transporte y metabolismo de coenzimas 85 83 80 
Transporte y metabolismo de lípidos 65 76 73 
Transporte y metabolismo de iones inorgánicos 127 128 124 
Transporte, biosíntesis y catabolismo de metabolitos 2º 46 37 36 
Genes poco o nada caracterizados 1146 1072 1020 
Elementos de inserción 171 79 73 
Fagos  187 232 126 
Regiones intergénicas (IL1403) 440 1157 1026 
Regiones intergénicas (SK11) 1315 407 431 
a
Los valores representan el número de genes que participan en cada categoría funcional.  
 
Con objeto de estudiar por CGH si las regiones codificantes e intergénicas 
estaban conservadas o eran divergentes en L. lactis IFPL730 se analizó la identidad de 
secuencia (IS), asumiendo la conservación del gen o región intergénica cuando SI ≥ -1,2 
ó < 1,2. Para ello, se analizaron tres grupos de regiones: las conservadas 
exclusivamente en IL1403 (grupo 1) y en SK11 (grupo 2) y los genes comunes con una 
homología ≥ 90% en ambas estirpes (grupo 3). 
• Grupo 1: regiones únicas en IL1403 (Fig. 4.2 A, C). Se observó que un 
total de 1368 genes y 1351 regiones intergénicas estaban conservadas en IFPL730. Esto 
se tradujo en que el 80% del material único de IL1403 estaba conservado en IFPL730. 
Del conjunto de genes divergentes, un 33% correspondió a proteínas hipotéticas no 
caracterizadas, un 34% a bacteriófagos y el resto a genes relacionados con el 
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metabolismo del citrato (cit CDEFR), la biosíntesis de lipopolisacáridos (yjeF, yohHJ, 
ycbFGJ) y transporte y síntesis de ácido teicoico (tag BFGHXYZ). 
 
 
Figura 4.2. Representación gráfica de las intensidades (log2) de hibridación obtenidas para L. lactis 
IFPL730, comparándolas con las obtenidas para genes (A y B) y regiones intergénicas (C y D) únicos en L. 
lactis IL1403 (azul) y L. cremoris SK11 (rojo).  
 
 
• Grupo 2: regiones únicas en SK11 (Fig. 4.2 B, D). Solo 134 genes estaban 
conservados en IFPL730, mientras que el número de regiones intergénicas presentes 
ascendió a 1154. Esto representó cerca del 30% del material único de SK11 conservado 
en IFPL730. Del conjunto de genes conservados, un 14% correspondía a transposasas, 
un 10% a bacteriófagos, un 14% a proteínas hipotéticas y el resto a genes que codifican 
para proteínas de resistencia a antibióticos, D-lactato deshidrogenasa, proteínas de 
resistencia al frío y riboswitches (T-box, THI, RFN y SAM-S-box). 
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• Grupo 3: genes comunes en IL1403 y SK11 (Fig. 4.3). El 98% de los genes 
comunes en ambas estirpes estaban conservados en L. lactis IFPL730. Los genes 
divergentes encontrados correspondían a proteínas hipotéticas, proteínas asociadas a 
fagos, transportadores de azúcares y reguladores de la familia Xre. 
 
 
Figura 4.3. Representación gráfica de las intensidades (log2) de hibridación obtenidas en L. lactis IFPL730 
comparándolas con las obtenidas para genes comunes en L. lactis IL1403 (A) y L. cremoris SK11 (B). 
 
 
 El análisis por CGH mostró la variabilidad genética existente entre tres cepas de 
L. lactis, revelando la diversidad de genes y regiones intergénicas. Además, con el 
análisis de la identidad de secuencia se comprobó que el genoma de L. lactis IFPL730 
está más próximo al de L. lactis IL1403 que al de L. cremoris SK11. No obstante, la 
presencia o ausencia de genes específicos en L. lactis IFPL730 no necesariamente se 
tendría que traducir en una expresión de diferentes fenotipos. Esta observación ha 
sido demostrada en varios trabajos. Bachmann et al. (2009) detectaron un alto grado 
de diversidad entre cepas muy cercanas de L. lactis mediante la regulación de los 
productos de genes específicos y no como consecuencia de una diferente dotación 
genética. De forma análoga, en estudios con E. coli y Shigella se observó que la 
diversidad fenotípica iba asociada no solo con una diversidad genética, sino también 
con cambios en la expresión de los genes (Le Gall et al., 2005; Vijayendran et al., 2007). 
Además, Tan-a-ram et al. (2011) han mostrado recientemente la diversidad a nivel de 
expresión génica entre varias cepas de L. lactis con una dotación genética similar.  
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4.3.2. Caracterización del crecimiento de L. lactis IL1403 y de L. lactis 
IFPL730 en presencia y ausencia de isoleucina en el medio de cultivo. 
Determinación del nivel de glucosa libre y la viabilidad de las células 
 El estrés ocasionado por la ausencia de isolecina en el medio fue impuesto para 
L. lactis IL1403 y L. lactis IFPL730 al inicio del crecimiento tras ser inoculados en CDM-
Ile. La DO480 del cultivo de ambas cepas y los niveles de glucosa en el medio fueron 
determinados a lo largo de la curva de crecimiento tanto en CDM como en CDM-Ile 
(Fig. 4.4). Las dos cepas alcanzaron una menor densidad celular en ausencia de 
isoleucina que en CDM completo, al igual que una reducción significativa (P< 0,05) de 
la tasa de crecimiento máxima, indicando un estado de crecimiento limitado por la 
ausencia de isoleucina. La reducción de la tasa de crecimiento fue más acusada en 
IL1403 (Fig. 4.4), por lo que el crecimiento de esta cepa en ausencia de isoleucina fue 
más restringido. 
La fuente de carbono que se utilizó en el medio de crecimiento fue glucosa a 
una concentración inicial de 5 g/L. Los niveles de glucosa residual alcanzaron valores 
por debajo del límite de detección (0,4 mg/L) del ensayo al cabo de 8 y 12 h de 
crecimiento de ambas cepas en CDM y CDM-Ile, respectivamente (Fig. 4.4). Esto indica 
que el agotamiento de glucosa en el cultivo dio lugar a la fase estacionaria temprana 
para ambas estirpes y para ambos medios. Presumiblemente el agotamiento de 
glucosa permitiría que las actividades metabólicas se ajustaran para hacer frente a la 
demanda anabólica y evitar así pérdidas de energía.  
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Figura 4.4. Curvas de crecimiento (líneas y símbolos rellenos) y niveles de glucosa (líneas y símbolos sin 
rellenar) para L. lactis IFPL730 y L. lactis IL1403 en CDM (color azul) y CDM-Ile (color rojo). Las 
diferencias significativas con una P< 0,05 aparecen representadas con un asterisco. Las flechas indican el 
agotamiento de la glucosa coincidiendo con el inicio de la fase estacionaria. 
 
 
Adicionalmente, se realizaron recuentos en placa para evaluar el crecimiento 
de cada cepa durante las condiciones de estudio. L. lactis IFPL730 e IL1403 alcanzaron 
el número máximo de recuentos con   1̴09 UFC (unidades formadoras de colonias)/mL 
durante las 8-10 primeras horas de crecimiento, excepto para IL1403 en CDM-Ile que 
alcanzó un valor máximo de 6,2 x 108 UFC/mL a las 12 h de cultivo. Asimismo, L. lactis 
IL1403 alcanzó en CDM el estado no cultivable (NC), es decir, en el que ninguna colonia 
apareció en las placas de recuentos, situación que se dio a los 30 días de incubación 
(Fig. 4.5). Con el kit de viabilidad Baclight Live-Dead (Invitrogen) se comprobó, sin 
embargo, que las células en este estado NC estaban todavía viables (Fig. 4.5), lo que 
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concuerda con lo observado por Ganesan et al.(2007) e Yvon et al. (2010). Estos 
autores observaron un porcentaje elevado de células viables tras una incubación 
prolongada pero en el estado NC, en donde las células, al permanecer con sus paredes 
intactas, permitían el transporte de péptidos y aminoácidos y su posterior catabolismo 
hasta compuestos volátiles. Asimismo, se ha descrito que L. lactis es capaz de 
sobrevivir en medios mínimos sin la adición de una fuente de energía externa durante 
semanas (Stuart et al., 1999), e incluso es capaz de extender este tipo de 
superviviencia durante años (Ganesan et al., 2007).  
 
 
Figura 4.5. Recuentos en placa (línea azul) y valores de células viables (línea verde) y no viables (línea 
roja) de L. lactis IL1403 durante la incubación a 30 °C en CDM. UFC, unidad formadora de colonias; UFR, 
unidad de fluorescencia relativa. 
 
 
Aunque L. lactis IL1403 se había descrito como auxotrófico para isoleucina 
(Godon et al., 1993; Cocaign-Busquet et al., 1995), en este estudio se muestra que esta 
cepa pudo sostener un crecimiento constante en ausencia de isoleucina, aunque 
presentó una tasa de crecimiento más baja que L. lactis IFPL730. Por lo tanto, la ruta 
de biosíntesis de isoleucina en L. lactis IL1403 parece ser suficientemente funcional 
aunque manteniendo una actividad limitada. Godon et al. (1993) consideraron que L. 
lactis era auxotrófico para un aminoácido determinado cuando no se obtenía ninguna 
colonia tras 24 h de incubación en un medio sólido en ausencia de ese aminoácido. No 
obstante, estos autores observaron la formación de pequeñas colonias de L. lactis 
IL1403 después de 3 días de incubación en el medio sin isoleucina. Esas observaciones 
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podrían ajustarse a los resultados encontrados en este estudio, ya que a los 5 días de 
crecimiento en CDM-Ile L. lactis IL1403 todavía mantenía valores de 107 UFC/mL 
(resultados no mostrados).  
 
4.3.3. Caracterización de la respuesta de L. lactis a la ausencia de 
isoleucina o glucosa sobre el metabolismo de aminoácidos mediante un 
estudio transcriptómico con microchips 
 Con objeto de caracterizar el efecto de la ausencia de isoleucina en el medio de 
crecimiento sobre el metabolismo de aminoácidos en L. lactis, se llevó a cabo un 
estudio transcriptómico que fue desarrollado en tres etapas de la curva de 
crecimiento: inicio del crecimiento (T0), fase exponencial (T1) y fase estacionaria 
temprana (T2). Para ello, se comparó la expresión génica de L. lactis IL1403 y L. lactis 
IFPL730 crecidos en un medio de crecimiento químicamente definido sin isoleucina 
(CDM-Ile) con el mismo medio completo (CDM), usado como control para establecer 
las diferencias en expresión (LRs). Adicionalmente, en L. lactis IL403 se comparó la 
expresión en otras dos etapas de la fase de crecimiento, tras el agotamiento de azúcar 
en el cultivo (SE) y en el estado no cultivable (NC).  
 El estudio se centró en la investigación de la expresión de genes anotados en el 
genoma de L. lactis para el metabolismo de aminoácidos, incluyendo la hidrólisis de 
péptidos y el transporte de péptidos y aminoácidos, la síntesis de aminoácidos 
relacionada con el suministro intracelular de isoleucina, además de los posibles 
elementos regulatorios. La ausencia de isoleucina no generó cambios globales en rutas 
metabólicas específicas, es decir, que no todos los genes que generaron cambios 
significativos (q ≤ 0,25) estaban asociados en la misma ruta metabólica. 
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4.3.3.1. Expresión de genes relacionados con la hidrólisis de péptidos y transporte de 
péptidos y aminoácidos 
 La expresión génica de transportadores de péptidos y aminoácidos, proteasas y 
aminopeptidasas es mostrada en la figura 4.6. Además se incluyeron por extensión los 
resultados correspondientes a aquellos genes anotados como posibles transportadores 
y los que codifican para permeasas (Bolotin et al., 2001).  
El sistema opp, responsable del transporte de péptidos, permaneció 
completamente activo durante todo el crecimiento en ambas cepas, destacando la 
inducción (LR = 2,22) de oppA durante la fase exponencial (T1) en L. lactis IFPL730 
crecido en CDM-Ile. Este resultado reflejaría una regulación positiva del gen mediada 
por la anulación del efecto represor de CodY ante la ausencia de isoleucina en el medio 
de cultivo (Guédon et al, 2005). Recientemente, Yvon et al. (2010) también observaron 
la inducción de oppA en L. lactis cuando en el medio de crecimiento existía una fuerte 
limitación en el contenido de aminoácidos, especialmente isoleucina. Mientras que en 
las primeras horas de crecimiento el sistema opp podría ser el principal sistema de 
transporte de péptidos, una vez que el azúcar se agotó en el medio de crecimiento, no 
se apreciaron cambios en su expresión, a pesar de que oppC aumentó 
significativamente la expresión (LR = 1,99) en el estado no cultivable (NC). Este 
resultado podría sugerir que algunos pequeños péptidos podrían ser transportados 
durante el estado NC.  
En relación al sistema opt, también relacionado con el transporte de péptidos, 
optB y optF fueron los únicos genes que manifestaron cambios significativos (q ≤ 0,25) 
durante la fase exponencial de crecimiento en ambas cepas. Esos cambios 
responderían a los requerimientos celulares para optimizar la asimilación de nitrógeno. 
Una regulación positiva de genes implicados en la hidrólisis y el transporte de péptidos 
en respuesta a la ausencia de isoleucina favorecería la asimilación de péptidos (extra o 
intracelulares) y, por lo tanto, incrementaría el suministro de isoleucina (Lamarque et 
al., 2004).  
Por otro lado, la mayoría de genes del sistema pep, que codifican para 
aminopeptidasas (AP), fueron reprimidos durante la fase exponencial. A pesar de ello, 
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algunos genes mantuvieron una expresión alta en ambas cepas, como pepA, pepN y 
pepO. La expresión del sistema pep estaría afectada por la acción de CodY, pero la 
represión de los genes también ocurrió cuando las cepas fueron crecidas en ausencia 
de isoleucina. Probablemente otro BCAA como la valina estaría implicado en la 
inducción de CodY, tal y como observaron Villapakkam et al. (2009) en B. subtilis. Por 
otro lado, se observó que dos genes del sistema pep en IL1403 estaban inducidos de 
forma significativa en el estado NC, pepDB y pepM. El aumento de expresión (LR = 
2,20) del gen que codifica para la aminopeptidasa específica de metionina (pepM) en L. 
lactis IL1403 sugiere que este aminoácido podría tener una importante función en 
dicho estado celular.  
Respecto a los genes que codifican para otros transportadores y permeasas, se 
observó una gran variabilidad en su expresión en L. lactis, tanto si se comparan las 
cepas entre sí como si se compara entre los medios de crecimiento, como puede 
observarse en la figura 4.6. La presencia o ausencia de isoleucina provocó más cambios 
en la expresión en IL1403, lo que indicaría que esta estirpe estaría sometida a una 
mayor regulación por este aminoácido que IFPL730. En general, se observaron varios 
patrones de expresión en este tipo de genes: (i) la ausencia de isoleucina afectó a la 
expresión sólo en IL1403, como en los genes dtpT y ctrA; (ii) aumentó la expresión en 
ambas cepas cuando crecieron en CDM, como en los genes yagE, ydcF y ydgB, lo que 
podría sugerir la implicación de estas permeasas en el transporte de isoleucina al 
interior celular; (iii) aumentó la expresión en CDM-Ile en IL1403 y/o en IFPL730, como 
en los genes yhcA, yijC, ylcA, yshA y yxdG, pudiendo estar asociada su expresión a un 
cese en la represión de CodY; y (iv) tras el consumo de glucosa se mantuvo la expresión 
de la mayoría de genes a un nivel basal, aunque se detectaron cambios significativos 
en genes como ctrA, dtpT, yagE, ychE, ydgB, yjgE, ysaC, yshA y yxdG.  
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Figura 4.6. Mapas de expresión de genes relacionados con la hidrólisis de péptidos y el transporte de 
péptidos y aminoácidos en L. lactis IFPL730 y L. lactis IL1403 crecidos en CDM y CDM-Ile. Las diferencias 
de colores responden a cambios significativos (q ≤ 0,25) en la expresión según la escala anexa. Claves: 0, 
inicio del crecimiento; 1, fase exponencial; 2, fase estacionaria temprana; SE, agotamiento de azúcar; 
NC, estado no cultivable.  
 
 
4.3.3.2. Expresión de genes en L. lactis relacionados con la biosíntesis de isoleucina y 
otros aminoácidos 
 Dado que las estirpes de L. lactis utilizadas en este estudio fueron capaces de 
crecer en ausencia de isoleucina en CDM-Ile, investigamos la expresión de la ruta de 
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biosíntesis de este aminoácido. Los resultados obtenidos mostraron que la respuesta 
de L. lactis (IFPL730 e Il1403) a la ausencia de isoleucina no sólo se limitó a la 
estimulación de dicha ruta de biosíntesis, sino que provocó una reorganización en las 
rutas del metabolismo de otros aminoácidos. Algunas de las adaptaciones metabólicas 
estarían conectadas con el metabolismo del carbono, dedicado a incrementar la 
producción de isoleucina en detrimento de la producción de energía y estimulación del 
crecimiento (Dressaire et al., 2008).  
 Se han descrito diferentes precursores alternativos para la biosíntesis de 
isoleucina en microorganismos y plantas como glutamato, 2-metilbutirato, metionina, 
propionato, homolantionina y citramalato (Phillips et al., 1972; Kisumi et al., 1977; 
Monticello et al., 1984; Hochuli et al., 1999; Xu et al., 2004; Krömer et al., 2006; Risso 
et al., 2008; Joshi y Jander, 2009). En L. lactis, la síntesis de isoleucina se produce de 
forma general por el principal precursor α-cetobutirato (2-oxobutanoato) (Godon et 
al., 1992). Este precursor conecta el metabolismo del ácido aspártico, de la treonina y 
de la metionina. Por ello, nuestro objetivo fue comparar las diferencias en expresión 
en la ruta de biosíntesis de la isoleucina considerando al α-cetobutirato como el 
precursor clave (Figs. 4.7 y 4.8).  
El medio químicamente definido usado para el crecimiento de L. lactis utilizado 
en este estudio no contenía ácido aspártico en su composición, por lo que las células 
probablemente lo generan a partir de oxalacetato, un intermediario del ciclo TCA 
(ácidos tricarboxílicos), por una reacción de transaminación con glutamato. La 
expresión de los genes que codifican para estas aminotransferasas, aspB y aspC, se 
mantuvieron por encima del nivel basal en todos los casos. El ácido aspártico es 
también precursor de la biosíntesis de otros aminoácidos como lisina, treonina y 
metionina, enlazando el metabolismo de aminoácidos y del carbono. De hecho, en 
ausencia de azúcar la expresión de estos genes se vio reducida, siendo la reducción 
más acusada para aspC (LR = -2,50).  
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Figura 4.7. Ruta de biosíntesis de isoleucina interconectada con las rutas metabólicas de otros 
aminoácidos como ácido aspártico, treonina y metionina. Los genes que codifican las enzimas que 
catalizan cada reacción están anotados en cursiva. 
α-ceto-γ-tio-
metilbutirato
Oxalacetato
L-Aspartato
L-Homoserina
L-Treonina
α-cetobutirato
L-Isoleucina
L-Metionina
Metanotiol
L-Homocisteina
aspB
aspC
thrA
asd
hom
thrB
ilvA
sdaA
sdaB
ilvB
ilvN
metE
Amino-
transferasas
Demetiolasa?
Espontánea?
Oxidasas
O-fosfo-
L-Homoserina
thrC
O-succinil-
L-Homoserina
L-Cistationina
metB2 
metB1
metA
2-aceto-3-hidroxibutirato
2,3-dihidroxi-3-metilvalerato
2-ceto-3-metillvalerato
ilvC
ilvD
cysD
metB2 
metB1
cysD, metB2, 
metB1, ytjE
cysD, metB2 
metB1, ytjE
Amino-
transferasas
Respuesta a la carencia de isoleucina 
 
 
89 
 
 
Figura 4.8. Mapas de expresión de genes relacionados con la biosíntesis de isoleucina (Fig.4.7) en L. 
lactis IFPL730 y L. lactis IL1403 crecidos en CDM y CDM-Ile. Las diferencias de colores responden a 
cambios significativos (q ≤ 0,25) en la expresión según la escala anexa. Claves: 0, inicio del crecimiento; 
1, fase exponencial; 2, fase estacionaria temprana; SE, agotamiento de azúcar; NC, estado no cultivable.  
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 Además de ser aportada en el medio de crecimiento, la treonina puede ser 
generada a partir de aspartato vía homoserina en varios pasos catalizados por una 
aspartato kinasa (ThrA), dos dehidrogenasas (Asd y Hom), una homoserina kinasa 
(ThrB) y una treonina sintasa (ThrC) (Fig. 4.7.). Los niveles de expresión para estos 
genes fueron, respecto del nivel basal, más altos para thrA y hom y algo bajos para asd, 
aunque ninguna diferencia significativa fue encontrada entre CDM y CDM-Ile. Sin 
embargo, la expresión de thrB aumentó (LR ≥ 1,60) de forma significativa (q ≤ 0,25) en 
L. lactis IL1403 crecido en CDM-Ile durante la fase exponencial de crecimiento, 
mientras que la expresión se mantuvo constante en ambos medios para L. lactis 
IFPL730. Por otro lado, se encontraron diferencias significativas en la expresión de thrC 
entre los crecimientos en CDM y CDM-Ile en ambas cepas, aunque una potencial 
regulación de este gen por isoleucina fue más obvia en IFPL730, donde el LR fue de 
2,17 en la primera fase de crecimiento. 
 La conversión de treonina a isoleucina en L. lactis es llevada a cabo por varias 
enzimas, cuyos genes codificantes (ilvA, ilvB, ilvN, ilvC, ilvD) mostraron cambios en la 
expresión durante los crecimientos en CDM y CDM-Ile, aunque solo se detectaron 
diferencias significativas en L. lactis IFPL730. La mayoría de los cambios producidos 
quedaron por debajo de los niveles mínimos configurados en los mapas de expresión, y 
es por ello que no generaron cambios en el color (Fig. 4.8). De ahí, que se muestren los 
LRs en la tabla 4.2., observándose que estos genes aumentaron ligeramente su 
expresión en IFPL730 cuando fue crecido en CDM-Ile, excepto para ilvA, durante la fase 
exponencial de crecimiento. El gen ilvA presentó en CDM-Ile una expresión desigual 
según la cepa. Mientras que en IL1403 el gen se inducía (aunque no de manera 
significativa), en IFPL730 el gen fue reprimido (Tabla 4.2). A priori, este resultado 
podría suponer una contradicción en IFPL730, a menos que hubiera diferencias en la 
secuencia del gen ilvA entre las dos estirpes que pudieran explicar las diferencias de 
expresión. Para corroborar esta hipótesis, se analizó por CGH a nivel de sonda tanto la 
secuencia del gen ilvA como la de su región anterior. Este análisis consistió en 
compararla intensidad de hibridación obtenida en L. lactis IL1403 y L. lactis IFPL730 
para cada una de las sondas insertadas en la matriz del microarray que conforman el 
gen ilvA y su región anterior. Se observaron diferencias en la hibridación de la sonda 2 
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del gen ilvA en IFPL730 (Fig. 4.9A), indicando una divergencia parcial de este gen entre 
las dos estirpes. Además, la región intergénica más próxima al gen también parece 
diferente entre las dos cepas (sondas 2 y 3 en IFPL730) (Fig. 4.9B), lo que se sugiere 
que ilvA en IFPL730 podría tener un tipo de regulación diferente a la existente en 
IL1403.  
 
Tabla 4.2. Diferencias en expresión (LRs
a
) encontradas en genes de la familia ilv en L. lactis IFPL730 y L. 
lactis IL1403 durante su cultivo en ausencia (CDM-Ile) y presencia de isoleucina (CDM) en distintas 
etapas del crecimiento (T0, inicio; T1, fase exponencial; T2, fase estacionaria). 
 L. lactis IFPL730 L. lactis IL1403 
Genes T0 T1 T2 Valor q
b
 T0 T1 T2 Valor q
b
 
ilvA 1,07 1,34 -1,95 0,07 -0,07 0,05 1,92 0,43 
ilvB 1,20 1,16 1,04 0,19 -0,06 0,08 0,03 0,79 
ilvN 1,01 1,17 1,27 0,17 0,04 0,11 0,19 0,80 
ilvC 1,08 1,25 1,26 0,16 -0,03 -0,05 0,03 0,50 
ilvD 1,03 1,03 1,10 0,15 0,14 0,11 0,09 0,51 
a
 LRs calculados a partir de la diferencia en intensidades (log2) obtenidas por cada gen durante el 
crecimiento de las estirpes en CDM-Ile con respecto al crecimiento en CDM. Valores positivos y negativos 
indican inducción en CDM-Ile y CDM, respectivamente. 
b
 valor q calculado teniendo en cuenta dos variables, tratamiento (CDM/CDM-Ile) y tiempo (T0, T1 y T2).  
Los valores significativos se consideraron a partir de q ≤ 0,25. 
 
 
 
 
Figura 4.9. Análisis por CGH del gen ilvA (A) y de su región intergénica anterior (B) a nivel de sonda. Cada 
punto representa la intensidad de hibridación obtenida en L. lactis IL1403 (color azul) y L. lactis IFPL730 
(color roja) para cada una de las sondas que conforman el gen ilvA y su región anterior en el chip 
utilizado.  
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Por otro lado, la represión de ilvA en L. lactis IFPL730 al crecer en CDM-Ile 
debería ser compensada por la actividad de otra enzima que garantizara la 
degradación de treonina hacia la formación de isoleucina. Buscando en el genoma de 
IL1403 (Bolotin et al., 2001) y en la base de datos BIOCYC (http://biocyc.org) 
encontramos por analogía en su función que las enzimas SdaA y SdaB (serina 
deaminasas) serían candidatas para iniciar la degradación de treonina. De hecho, los 
genes que codifican para estas enzimas, sdaA y sdaB, presentaron una elevada 
expresión con independencia del medio de crecimiento en IFPL730.  
La inducción del grupo de genes ilv (excepto ilvA) en IFPL730 durante el 
crecimiento en CDM-Ile coincide con las observaciones encontradas recientemente en 
E. coli al crecer en ausencia de isoleucina (Traxler et al., 2008), donde los genes que 
participan en la degradación de treonina hacia la formación de isoleucina fueron 
regulados positivamente. Nuestros resultados indicaron que la regulación efectuada 
por el nivel de isoleucina estaba mediada por CodY. La ausencia de isoleucina en el 
medio de crecimiento reduciría los niveles de BCAAs desbloqueando la represión de 
CodY, haciendo posible la regulación positiva observada en IFPL730. Además, el 
regulador CcpA podría también estar implicado, en tanto que la glucosa estuvo 
presente durante la fase exponencial (Fig. 4.4). Algunos estudios han mostrado en B. 
subtilis la inducción de los genes ilv por la presencia de glucosa en un mecanismo 
dependiente de CcpA, así como la represión de esos genes por CodY, excepto ilvA 
(Ludwing et al., 2002; Shivers y Sonenshein, 2005; Tojo et al., 2005). Por lo tanto, en 
presencia de glucosa, CcpA podría estar regulando sus propios genes diana, además de 
aquellos genes regulados por CodY.   
 Adicionalmente, la ruta de biosíntesis de isoleucina puede relacionarse con el 
metabolismo de los aminoácidos azufrados en tanto que la conversión de metionina y, 
probablemente, otros compuestos azufrados produce α-cetobutirato (Fig.4.7), un 
precursor de la síntesis de isoleucina. La metionina es un aminoácido esencial 
requerido para un número importante de funciones celulares (síntesis de proteínas, 
metilación del ADN, etc.), por lo que las células tienen que sintetizarla, aun estando 
presente en el medio de crecimiento (Soda, 1987). L. lactis puede sintetizar metionina 
vía homoserina u homocisteína (Martínez-Cuesta et al., 2011) (Fig. 4.7), implicando a 
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varias enzimas codificadas por los genes metA, metB1, metB2 y metE. A diferencia de 
lo observado en metA, todos esos genes fueron regulados positivamente en L. lactis 
1403 crecido tanto en CDM como en CDM-Ile.  
 De acuerdo con la Fig. 4.7, la conversión de metionina a α-cetobutirato puede 
ser llevada a cabo de dos formas: (i) a través de una reacción que implique la 
participación de una enzima liasa, y (ii) a través de una reacción de transaminación vía 
α-ceto-γ-tiometilbutirato. Ninguna aminotranferasa de las 12 anotadas en el genoma 
de L. lactis IL1403 ha sido descrita como específica de metionina, por lo que cualquier 
aminotranferasa (EC. 2.6.1.42) podría catalizar la reacción. De los genes propuestos en 
la fig. 4.7 para codificar aminotransferasas, tan solo dos experimentaron una inducción 
cuando las células fueron crecidas en CDM-Ile durante el inicio de la fase estacionaria 
(T2), hisC en IL1403 (LR = 1,95) y bcaT (LR = 1,34) en IFPL730 e Il1403. Tanto estas dos 
aminotransferasas como otras que mantuvieron un nivel alto de expresión (nifZ, yeiG, 
yjiB oarcT) pudieron actuar en la transaminación de metionina. Se ha descrito que 
BcaT es una aminotransferasa activa en L. lactis frente a metionina (Rijnen et al. 2003).  
 Por otro lado, aunque en un principio se sugirió que el producto de ytjE era 
específico para la transaminación de metionina (Bolotin et al. 2001), Martínez-Cuesta 
et al. (2006) demostraron la actividad α,γ-liasa de YtjE frente a metionina. La expresión 
de ytjE en L. lactis fue más alta que el nivel basal de expresión general (nivel medio de 
expresión de todos los genes estudiados) y se encontraron cambios significativos (q ≤ 
0,25) al comparar los crecimientos en CDM y CDM-Ile en ambas cepas.  
 Cuando se estudió la expresión génica de L. lactis IL1403 en estados celulares 
tras el consumo de la fuente de carbono, se encontraron cambios significativos en 
algunos genes. Mientras que en el estado SE (agotamiento de glucosa) casi todos los 
genes fueron reprimidos, en el estado NC (estado no cultivable) algunos genes 
recuperaron una expresión constante y otros la aumentaron, como thrA y thrB (LR = 
2,10), ilvD (LR = 2,92), metA (LR = 2,85), metB2 y metE (LR = 1,65). A pesar de estos 
cambios, la expresión de los genes relacionados con la biosíntesis de isoleucina en 
estos estados celulares fue marcadamente más baja que los obtenidos en la fase 
exponencial de crecimiento.  
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4.3.3.3. Expresión de genes relacionados con los mecanismos de regulación globales 
 Para optimizar el crecimiento, las bacterias no solo tienen que detectar la 
disponibilidad de un determinado tipo de nutriente (p. ej. carbono), sino que también 
tienen que ajustar la ingesta o producción de otro tipo de nutrientes (p. ej. nitrógeno, 
fósforo y azufre). En L. lactis, la expresión de varios grupos de genes relacionados con 
estos nutrientes está definida por reguladores transcripcionales globales (Guédon et 
al., 2001). El factor transcripcional CcpA está relacionado con la respuesta ante la 
disponibilidad de carbono y energía. En este estudio, la expresión de ccpA fue 
constante mientras el azúcar estuvo presente en los medios de crecimiento con 
independencia de la presencia o ausencia de isoleucina (Fig. 4.10). Sin embargo, se 
observó inducción del gen ccpA en IL1403 en el estado no cultivable (LR = 2,54). Esta 
inducción también había sido observada por Ganesan et al. (2007) cuando 
caracterizaron la expresión de genes en L. lactis IL1403 en estados celulares tras el 
agotamiento de la fuente de carbono.  
 
 
Figura 4.10. Mapas de expresión de genes relacionados con reguladores globales del metabolismo en L. 
lactis IFPL730 y L. lactis IL1403 crecidos en CDM y CDM-Ile. Las diferencias de colores responden a 
cambios significativos (q ≤ 0,25) en la expresión según la escala anexa. Claves: 0, inicio del crecimiento; 
1, fase exponencial; 2, fase estacionaria temprana; SE, agotamiento de azúcar; NC, estado no cultivable.  
 
 
 El regulador GlnR ha sido descrito como controlador del metabolismo del 
nitrógeno en L. lactis (Larsen et al., 2006). La expresión de glnR por L. lactis IFPL730 e 
IL1403 se mantuvo constante en todos los casos, excepto en el estado SE, por lo que se 
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podría asumir que este regulador no estaría implicado en la respuesta a la ausencia de 
isoleucina. 
 El cúmulo intracelular de BCAAs, especialmente de isoleucina, actúa como un 
sensor de la disponibilidad de aminoácidos vía CodY (Guédon et al., 2001a). Además de 
codY, L. lactis contiene un segundo gen, codZ, que codifica para una proteína 
homóloga a CodY (Bolotin et al., 2001). El gen codZ no está presente en B. subtilis y 
aunque su papel en L. lactis es todavía desconocido, fue incluido en el estudio 
transcriptómico. Durante la fase exponencial de crecimiento de L. lactis, no se 
detectaron cambios significativos (q ≤ 0,25) en la expresión de codY y codZ en 
respuesta al crecimiento en CDM/CDM-Ile, aunque sí se encontraron diferencias por 
cepa. Mientras que para codY el patrón de expresión fue similar, la expresión de codZ 
fue antagónica, puesto que a diferencia de IL1403, en IFPL730 el gen fue reprimido en 
la fase estacionaria, con independencia de la presencia o ausencia de isoleucina. Para 
explicar las diferencias en expresión entre cepas, se analizaron por CGH a nivel de 
sonda los genes codY y codZ y sus regiones anteriores (Fig.4.11). En ambas cepas codY 
fue muy similar, aunque se observó una ligera diferencia en la región anterior de 
IFPL730. Por otro lado, mientras que la primera parte del gen codZ es divergente en 
IFPL730, su región anterior está prácticamente conservada en ambas estirpes.  
Las diferencias entre L. lactis IFPL730 e IL1403 encontradas por CGH para los 
genes cody y codZ y sus regiones intergénicas anteriores responderían a las diferencias 
en la expresión tanto de esos genes como a las de sus genes diana. La diversidad en los 
mecanismos de regulación por CodY entre cepas de L. lactis fue observada por 
Bachmann et al. (2009), a pesar de que los sitios de unión a CodY están muy 
conservados en este género (Guédon et al., 2005).  
Los resultados de expresión de los genes implicados en la regulación global del 
metabolismo de L. lactis indicaron que tanto el metabolismo del nitrógeno como el del 
carbono estuvieron bajo una regulación activa durante la fase exponencial de 
crecimiento y en la etapa de ausencia de fuente de carbono. 
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Figura 4.11. Análisis por CGH de los genes codY y codZ (A y C) y de sus regiones intergénicas anteriores 
(B y D) a nivel de sonda. Cada punto representa la intensidad obtenida en L. lactis IL1403 (color azul) y L. 
lactis IFPL730 (color roja) para cada una de las sondas que conforman esos genes y sus regiones 
anteriores en el chip utilizado.  
 
 
4.4. CONCLUSIONES FINALES DEL CAPÍTULO  
La combinación de los análisis transcriptómico y genómico, asociados con el 
estudio fenotípico de crecimiento, ha hecho posible hacer una descripción de la 
respuesta de L. lactis a la falta de isoleucina y azúcar en el medio de crecimiento, 
ampliando el conocimiento del metabolismo de esta bacteria, sobre todo a nivel de 
cepa, donde hemos podido comprobar a través del análisis por CGH de L. lactis IL1403, 
L. cremoris SK11 y L. lactis IFPL730 que en L. lactis existe una gran variabilidad 
interespecífica.  
Se ha mostrado la respuesta transcriptómica de dos cepas de L. lactis (IL1403 e 
IFPL730) a la carencia de isoleucina sobre ciertas rutas del metabolismo de 
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aminoácidos. Se ha observado una diversa regulación en la expresión de genes 
implicados en la hidrólisis de péptidos y el transporte de péptidos y aminoácidos en 
respuesta a la ausencia de isoleucina. También se ha estudiado la diferente expresión 
de genes involucrados en la biosíntesis de isoleucina en las dos estirpes y en diferentes 
estados celulares. En ausencia de isoleucina en el medio, probablemente la ruta 
aspartato-treonina es la principal responsable para el aporte de isoleucina en L. lactis, 
aunque otras rutas pudieran estar participando in vivo, como la ruta de biosíntesis de 
metionina en IL1403. Por esta razón, nuevos estudios serían necesarios para 
determinar la proporción de isoleucina producida a partir de cada una de estas rutas.   
Por último, se ha observado que existe un mecanismo complejo de regulación 
participando en la respuesta de L. lactis frente a la carencia de isoleucina, implicando a 
varios reguladores y conectando el metabolismo del nitrógeno y del carbono. La 
ausencia de isoleucina provoca en primer lugar una reducción de la actividad 
fisiológica (probablemente mediada por CcpA) dado que el crecimiento se ralentiza. En 
segundo lugar, la falta de isoleucina provoca la ausencia de la actividad represora de 
CodY. Por último, se propone también la participación del regulador CodZ, que por su 
homología con CodY y su expresión dependiente del contenido en azúcar en el medio 
de crecimiento, actuaría como nexo de unión entre la regulación del metabolismo del 
carbono y el del nitrógeno.  
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Capítulo 5 
Estudio de la regulación de la región promotora del gen kivd de 
Lactococcus lactis IFPL730. Empleo de vectores de fusión transcripcional 
con mRFP y GFP como marcadores de expresión 
 
 
5.1. INTRODUCCIÓN 
 
La región anterior del gen kivD de Lactococcus lactis IFPL730 posee dos 
presuntas secuencias consenso de promotores con polaridad divergente, una en 
dirección al gen kivD y la otra en la dirección opuesta delante de un operón compuesto 
por los genes rmaF y rlrC, pertenecientes a las familias de reguladores MarR y LysR, 
respectivamente (De la Plaza et al., 2009). El análisis detallado de la secuencia 
nucleotídica de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD refleja la presencia de una secuencia 
de reconocimiento para la unión con el regulador CodY (caja CodY) entre las regiones -
10 y -35, además de una secuencia repetida inversa cerca de la región -35. La presencia 
tanto de la caja CodY como de la secuencia inversa en la región promotora indica una 
alta posibilidad de que estas estructuras actúen como reguladoras de la transcripción 
del gen kivD. Asimismo, la existencia de los dos genes reguladores, rmaF y rlrC, 
también podría repercutir en la regulación de la transcripción del gen kivD. 
Se ha descrito la construcción de vectores utilizados para la caracterización de 
promotores divergentes empleando como genes marcadores de clonación los que 
codifican para actividades enzimáticas como β-glucuronidasa y β-galactosidasa (Parry 
et al., 1994; Jiwaji et al., 2008) y β-glucuronidasa y GFP (Zhang et al., 2008). El gen lacZ 
también se ha empleado como gen reportero para evaluar la actividad de promotores 
divergentes en Saccharomyces cerevisiae (Partow et al., 2010). Sin embargo, la 
verificación de la clonación y la detección de expresión de promotores en la mayoría 
de estos ejemplos requieren la evaluación de la actividad enzimática empleada como 
marcador de manera discontinua y no simultánea con el crecimiento.  
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Los genes que codifican proteínas fluorescentes mediante formación 
autocatalítica del fluoróforo son ideales para ser empleados como marcadores en la 
evaluación de expresión génica y para un amplio rango de procedimientos de biología 
molecular en bacterias y levaduras (Fukuda et al., 2000; Chudakov et al., 2005; 
Frommer et al., 2009). Existe una amplia variedad de vectores que incorporan como 
marcador la expresión de la proteína fluorescente verde (“green fluorescent protein”, 
GFP) procedente de Aequorea victoria. El gen gfp se ha utilizado como marcador de 
procesos biológicos como actividad y regulación génica, de plegamiento y localización 
celular de proteínas, y seguimiento in vitro e in vivo de células marcadas (Widenmann 
et al., 2009; Alguel et al., 2010). Dentro de los marcadores fluorescentes, se ha 
perseguido con interés la obtención de proteínas fluorescentes rojas (“red fluorescent 
protein”, RFP), existiendo en la naturaleza una proteína fluorescente roja procedente 
de Discosoma sp. DsRed. Sin embargo, la principal dificultad en el empleo de esta 
proteína es que es un tetrámero que madura lentamente. En este sentido, se han 
obtenido proteínas fluorescentes monoméricas por ingeniería de proteínas mediante 
mutagénesis dirigida en la secuencia genética de la proteína fluorescente roja DsRed 
(Shaner et al., 2004). De estas proteínas autofluorescentes, destaca la proteína 
monomérica mCherry (mRFP), que tiene la ventaja de madurar rápida y 
completamente, poseer una elevada fotoestabilidad y una excelente resistencia al pH 
ácido (pKa < 4,5). La proteína GFP, sin embargo, presenta una baja resistencia a la 
acidez (pKa de GFP > 6,6) que dificulta su uso en bacterias lácticas (BAL). La ventaja del 
empleo conjunto de ambas proteínas es que los espectros óptimos de excitación y 
emisión de GFP (488 nm y 511 nm, respectivamente) y mRFP (587 nm y 610 nm, 
respectivamente) no solapan entre sí lo que hace posible su detección simultánea. 
El objetivo de este estudio ha sido la caracterización de los mecanismos 
genéticos relacionados con la regulación de la región promotora del gen kivD de L. 
lactis IFPL730. Debido a la naturaleza divergente de la región PRmaF-RlrC-PKivD se procedió 
a la fusión transcripcional de esa región en un vector de expresión en L. lactis, que se 
construyó con los genes que codifican las proteínas autofluorescente roja (mRFP) y 
verde (GFP), organizados en sentido divergente. 
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5.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.2.1. Microorganismos, plásmidos y medios de cultivo 
Los microorganismos, construcciones y plásmidos utilizados en este estudio 
estan listados en la Tabla 5.1. Las estirpes de L. lactis fueron incubadas a 30 °C en caldo 
M17 (Pronadisa) suplementado con glucosa al 0,5% (GM17). Las bacterias 
Enterococcus faecalis JH2-2 y Streptococcus pneumoniae R61 se crecieron en caldo 
infusión cerebro-corazón (BHI) (Pronadisa) a 37 °C, y Lactobacillus plantarum 
NCIMB8826 en caldo MRS (Pronadisa) suplementado con L-cisteína (Panreac) al 0,05% 
a 37 °C. Las cepas de E. coli se incubaron en caldo Luria-Bertani (LB) (Sambrook y 
Russell, 2001) a 37 °C con agitación vigorosa. Los medios de cultivo en placa se 
prepararon añadiendo agar bacteriológico (Pronadisa) a una concentración final de 
1,5% (p/v). Cuando fue necesario, los antibióticos eritromicina (Em) y ampicilina (Amp) 
(Sigma) fueron añadidos al medio de cultivo. La Em fue usada a una concentración final 
de 5 µg/mL para el crecimiento de L. lactis y E. faecalis, y a 250 µg/mL para E.coli. La 
Amp fue añadida al medio de cultivo a una concentración final de 5 y 150 µg/mL para 
el crecimiento de L. plantarum y E. coli, respectivamente.  
Para los ensayos espectrofluorométricos y espectrofotométricos, L. lactis 
MG1363, E. faecalis JH2-2 y E. coli DH5α se crecieron en un medio químicamente 
definido (“chemically defined medium”, CDM). La composición del CDM figura en la 
tabla 3.1 (Cap. 3), aunque en el CDM utilizado en este trabajo la riboflavina no fue 
añadida al interferir esta vitamina en las lecturas de fluorescencia. Para detectar la 
expresión inducible o represora de la región promotora del gen kivD de L. lactis 
IFPL730, las células de L. lactis fueron crecidas en CDM en donde se eliminó el 
contenido de isoleucina (condiciones inductoras; CDM-i) o se sustituyeron los 
aminoácidos (Tabla 3.1) por casitona (Pronadisa) al 1,5% (condiciones represoras y 
equivalentes al crecimiento en GM17; CDM-r) (De la Plaza et al., 2009). A fin de 
manterner un pH adecuado para la expresión de las proteínas autofluorescentes, el pH 
de todos los CDMs fue ajustado a 7,0 con el tampón 3-(N-morfolino)propanesulfonato 
(MOPS) (Sigma). 
 
  
 
Tabla 5.1. Microorganismos y plásmidos usados en este estudio. 
Microorganismos y plásmidos Características relevantes Origen o fuente 
 
Microorganismos   
Enterococcus faecalis JH2-2 Cepa libre de plásmidos y usada como huésped Jacob y Hobbs (1974) 
Escherichia coli DH5α Cepa libre de plásmidos y usada como huésped Sambrook y Russell (2001) 
Escherichia coli DH5α (pGreenTIRGFP) Contiene el plásmido pGreenTIRGFP; Amp
R
 Miller y Lindow (1997) 
Lactobaccillus plantarum NCIMB8826 Contiene el plásmido pTV-mCherry; Amp
R
 NCIMB
a
 
Lactococcus lactis IFPL730 Contiene la región promotora del gen kivD (PKivD-PRmaF-RlrC) De la plaza et al. (2009) 
Lactococcus lactis MG1363 Cepa libre de plásmidos y usada como huésped Gasson (1983) 
Streptococcus pneumoniae R61 Contiene el promotor PX del operón malXCD Nieto et al. (2001) 
 
Plásmidos 
  
pTV-mCherry Plásmido con el gen mrfp; Amp
R
 NCIMB
a
 
pGreenTIRGFP Plásmido con el gen gfp; Amp
R
 Miller y Lindow (1997) 
pAK80 Vector de clonación; Em
R
 Israelsen et al. (1995) 
pAKmRFP Vector derivado de pAK80 con el gen mrfp; Em
R
 Este estudio 
pAKmRFP-PX Vector derivado de pAKmRFP con el promotor PX; Em
R
 Este estudio 
pAKmRFPGFP Vector derivado de pAKmRFP con el gen gfp; Em
R
 Este estudio 
pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD Vector derivado de pAKmRFPGFP con la región promotora del gen kivD. La expresión de los genes 
mrfp y gfp está controlada por los promotores PKivD y PRmaF-RlrC, respectivamente; Em
R
 
Este estudio 
pAKmRFPGFP-PKivD-PRmaF-RlrC Vector derivado de pAKmRFPGFP con la región promotora del gen kivD. La expresión de los genes 
mrfp y gfp está controlada por los promotores PRmaF-RlrC y PKivD, respectivamente; Em
R
 
Este estudio 
pAKmRFPGFP-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD Vector derivado de pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD con el gen regulador rmaF; Em
R
 Este estudio 
pAKmRFPGFP-RLRC-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD Vector derivado de pAKmRFPGFP-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD con el gen regulador rlrC; Em
R
 Este estudio 
pAKmRFPGFP-(M1)PRmaF-RlrC-PKivD Vector derivado de pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD con modificaciones en la secuencia de la caja CodY de 
la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD; Em
R
 
Este estudio 
pAKmRFPGFP-(M2)PRmaF-RlrC-PKivD Vector derivado de pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD con modificaciones en la secuencia repetida inversa 
de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD; Em
R
 
Este estudio 
pAKmRFPGFP-(M3)PRmaF-RlrC-PKivD Vector derivado de pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD con modificaciones en las secuencias de la caja CodY 
y de la secuencia repetida inversa de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD; Em
R
 
Este estudio 
a
 NCIMB: National Collections of Industrial and Marine Bacteria, Aberdeen, Reino Unido
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5.2.2. Manipulación del ADN y transformación de E. coli, L. lactis y E. 
faecalis 
 El ADN plasmídico fue purificado usando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante, modificando el protocolo (para todas las 
bacterias empleadas en este estudio, a excepción de E. coli) con objeto de insertar un 
paso inicial de lisis enzimática con lisozima (50 mg/mL). Las enzimas de restricción de 
ADN y la enzima de unión de fragmentos de ADN (ADN ligasa del bacteriófago T4) 
fueron adquiridas de las casas comerciales Fermentas o New England Biolabs, y usadas 
según lo recomendado por el fabricante.  
Los oligonucleótidos usados como cebadores en la reacciones de PCR fueron 
sintetizados por Invitrogen y aparecen listados en la tabla 5.2. Las amplificaciones por 
PCR fueron llevadas a cabo empleando la enzima Phusion Hot Start High Fidelity 
Polymerase (Finnzymes) para obtener copias fidedignas de los fragmentos originales, 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada reacción de PCR incluyó una 
desnaturalización inicial (98 °C, 30 s) y varios ciclos de amplificación con una 
desnaturalización a 98 °C (10 s) y unas condiciones de hibridación y elongación a 72 °C 
dependientes del fragmento de ADN amplificado (Tabla 5.2). Tanto las muestras de 
ADN amplificado por PCR como las que procedían de una digestión con enzimas de 
restricción fueron purificadas con el kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Aquellas 
muestras de ADN cuyas secuencias nucleotídicas debían ser verificadas, fueron 
purificadas y enviadas al servicio externo de secuenciación proporcionado por Secugen 
S.L.  
La transformación de E. coli DH5-α fue llevada a cabo según lo descrito por 
Hanahan (1985), empleando células termocompetentes y permitiendo la entrada del 
ADN mediante choque térmico (42 °C durante 45 s, seguido de 2 min en hielo). La 
transformación de las células de L. lactis MG1363 se realizó de acuerdo al método de 
Holo y Nes (1989) empleando células electrocompetentes (células crecidas en GM17 
en presencia de treonina a 400 mM) y ajustando los parámetros del electroporador 
(BioRad) a un voltaje de 2,5 kV, una capacitancia de 25 µF y una resistencia de 200 Ω. 
La transformación de células electrocompetentes de E. faecalis JH2-2 (células crecidas 
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en medio BHI suplementado con glicina al 2,5%) se llevó a cabo siguiendo las 
indicaciones descritas por Fiedler y Wirth (1991), ajustando los parámetros de 
electroporación a un voltage de 1,25 kV, a una resistencia de 480 Ω y una capacitancia 
de 25 µF. Una vez que las células se transformaron con ADN plasmídico, fueron 
incubadas en los medios de cultivo apropiados para cada especie durante 90 min y se 
sembraron en placas de medio sólido adicionado del antibiótico de selección, 
extendiendo la incubación a 2-3 días. 
 
5.2.3. Construcción de los vectores conteniendo los genes mrfp y gfp, 
que codifican para dos proteínas autofluorescentes, mRFP y GFP 
El esquema general de la construcción se muestra en la figura 5.1. Para la 
construcción de los vectores de fusión transcripcional se partió del vector pAK80 
(Israelsen et al., 1995). Ese vector contiene un origen de replicación procedente del 
plásmido pCT1138 de L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis CRL264 que también es 
funcional en E. faecalis (Marelli y Magni, 2010). Además, pAK80 contiene el origen de 
replicación procedente del plásmido p15A de E. coli que le confiere carácter de vector 
lanzadera para poder ser propagado también en E. coli. Como marcador para la 
selección de transformantes, pAK80 contiene el gen ermC, que confiere resistencia a 
eritromicina (EmR) en E. coli y en L. lactis y E. faecalis. 
  
Tabla 5.2. Cebadores empleados y condiciones de PCR. 
    Condiciones de PCR  
Gen o región a aplificar Cebadores 
empleados 
   Secuencias
a
 5´→3´ Enzimas de 
restricción 
Hibridación Elongación 
a 72°C 
Amplicón 
generado (pb) 
mrfp FormRFP AAAACCCGGGGGATACGCACGAGTTTCAA  SmaI Ciclos (1-20): 47°C, 10 s 
Ciclos (21-30): 68°C, 30 s 
60 s 780 
 RevmRFP CGGCGCGGTCGACTTATTTATATAATAATTCGTCC  SalI 
gfp ForGFP CCGCCTGCAGTTCTGATTAACTTTATAAGGAGGA  PstI Ciclos (1-20): 45°C, 10 s 
Ciclos (21-30): 57°C, 60 s 
Ciclos (31-40): 60°C, 60 s 
60 s 768 
 RevGFP CCGCTCGAGCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC  XhoI 
PX ForPX ATCTGCAGCGTGTTAAAATAATGGAACGT  PstI Ciclos (1-20): 50,5 °C, 10 s 
Ciclos (21-30): 60°C, 60 s 
Ciclos (31-40): 63°C, 60 s 
60 s 529 
 RevPX ATGGATCCCCCCAAAGAATAGCAAGTTTTATTG  BamHI 
PRmaF-RlrC -PKivD ForPKivD AGCGGATCCCCGAAGTAAAATAAAGCCAAATC  BamHI Ciclos (1-20): 53°C, 30 s 
Ciclos (21-30): 63°C, 30 s 
30 s 281 
 RevPKivD AGCGGATCCTTTCTTCAATTCCTAACTCGTGTAA  BamHI 
rmaF -PRmaF-RlrC -PKivD ForRmaF AGCGGATCCCTTGTAATTGATAGTAGTCTTATTAAGACCT BamHI Ciclos (1-20): 53°C, 30 s 
Ciclos (21-30): 63°C, 30 s 
30 s 772 
 RevPKivD AGCGGATCCTTTCTTCAATTCCTAACTCGTGTAA BamHI 
rlrC-rmaF -PRmaF-RlrC -PKivD ForRlrC AGCGGATCCTAATTTATTTAGTAGAAGACTTTATCATTTC BamHI Ciclos (1-20): 50°C, 30 s 
Ciclos (21-30): 60°C, 30 s 
60 s 1645 
 RevPKivD AGCGGATCCTTTCTTCAATTCCTAACTCGTGTAA BamHI 
a 
Las secuencias que reconocen las enzimas de restricción aparecen subrayadas y en negrita.
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Figura 5.1. Esquema de construcción de los vectores pAKmRFP y pAKmRFPGFP y sus derivados. Para más 
detalles ver Materiales y métodos (sección 5.2.3). Los genes o regiones relevantes y los productos que 
codifican son: mrfp, codifica para la proteína mRFP; gfp, codifica para la proteína GFP; ermC, codifica 
para la proteína responsable de la resistencia a eritromicina; PX, promotor del gen malXCD; PRmaF-RlrC–
PKivD, región promotora del gen kivD de L. lactis IFPL730. 
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5.2.3.1. Construcción del vector pAKmRFP 
 El vector pAK80 se digirió con las enzimas de restricción SmaI y SalI. Uno de los 
fragmentos de DNA resultante de 7 kb procedente de pAK80, que contiene los 2 
orígenes de replicación y el determinante de EmR, se separó en un gel de agarosa del 
0,8%. Posteriormente, el fragmento se purificó utilizando el kit QIAquick Gel Extraction 
Kit (Qiagen) para emplearse como base en la construcción de los plásmidos 
recombinantes. 
El gen que codifica la proteína monomérica con fluorescencia roja mCherry 
(mRFP), que había sido optimizado en codones para la expresión en bacterias Gram-
positivas de alto contenido en A+T, sintetizado químicamente y fusionado al plásmido 
pTV-mCherry en L. plantarum NCIMB8826 (Tabla 5.1), fue proporcionado 
amablemente por el Dr. Jerry Wells (Universidad de Wageningen, Holanda). El gen 
mrfp fue amplificado por PCR a partir de ADN del plásmido pTV-mCherry, incluyendo 
en los extremos los sitios de restricción de las enzimas SmaI y SalI. Para ello, se 
emplearon los cebadores específicos FormRFP y RevmRFP (Tabla 5.2), que contienen, 
respectivamente, los sitios de restricción SmaI y SalI. Las condiciones de PCR aparecen 
detalladas en la Tabla 5.2. El producto de la reacción resultante de 0,8 kb se purificó, 
se digirió con las enzimas SmaI y SalI y se ligó utilizando la ADN ligasa del bacteriofago 
T4 con el fragmento de 7 kb procedente de pAK80. El plásmido resultante de 7,8 kb 
llamado pAKmRFP (Fig. 5.1) fue establecido por transformación en E. coli DH5α y 
selección por su EmR en placas de agar LB. La correcta secuencia nucleotídica del gen 
optimizado de mRFP y su sitio de unión a los ribosomas presente en pAKmRFP fue 
verificada por secuenciación del plásmido empleando los cebadores FormRFP y 
RevmRFP. 
 
5.2.3.2. Construcción del vector pAKmRFP-PX 
Para evaluar la expresión de mRFP durante el crecimiento de bacterias lácticas 
se clonó el promotor PX del operón malXCD de S. pneumoniae R61(Nieto et al., 2001) 
en el vector pAKmRFP para obtener el vector pAKmRFP-PX (Fig. 5.1). La región 
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promotora de S. pneumoniae R61 se obtuvo mediante la amplificación por PCR con los 
cebadores específicos ForPX y RevPX, que contienen los sitios de restricción PstI y 
BamHI, respectivamente (Tabla 5.2). La región promotora de 0,5 kb y pAKmRFP se 
digirieron con ambas enzimas PstI y BamHI y se ligaron utilizando la ADN ligasa de T4. 
El plásmido resultante de 8,3 kb (pAKmRFP-PX) se empleó para transformar E. coli 
DH5α. La correcta fusión de PX con el gen que codifica para mRFP se confirmó 
mediante secuenciación del plásmido pAKmRFP-PX con los cebadores ForPX y 
RevmRFP. Para comprobar la utilidad de mRFP como marcador de clonación y 
expresión en BAL, se transformaron células electrocompetentes de L. lactis MG1363 y 
E. faecalis JH2-2 con pAKmRFP-PX.  
 
5.2.3.3. Construcción del vector pAKmRFPGFP 
Para construir el vector pAKmRFPGFP (Fig. 5.1), el gen gfp que codifica la 
proteína autofluorescente GFP se amplificó por PCR a partir del plásmido 
pGreenTIRGFP, presente en E. coli DH5α(pGreenTIRGFP), donde el gen se había 
optimizado en codones para su expresión en procariotas (Miller y Lindow, 1997). La 
amplificación por PCR se realizó con los cebadores específicos ForGFP y RevGFP (Tabla 
5.2), diseñados para incluir en la clonación el gen gfp precedido de su sitio de unión a 
los ribosomas y para que incorporasen en los extremos 5’ y 3´ del amplicón, 
respectivamente, los sitios de restricción para PstI y XhoI. El producto de amplificación 
obtenido de 0,77 kb se ligó mediante la ADN ligasa de T4 con el plásmido pAKmRFP 
linearizado por digestión también con las enzimas PstI y XhoI para generar el plásmido 
pAKmRFPGFP de 8,6 kb (Fig. 5.1). La secuencia nucleotídica correcta del gen gfp 
insertado en pAKmRFPGFP fue verificada por secuenciación del plásmido empleando 
los cebadores ForGFP y RevGFP. El plásmido pAKmRFPGFP presenta, por tanto, el gen 
gfp y el gen optimizado para la expresión de mRFP en orientación divergente y a 
ambos lados de un MCS que contiene los sitios de restricción para PstI, BamHI, y SmaI 
(Fig. 5.1) y es utilizable como vector de fusión transcripcional de promotores 
divergentes en E. coli, L. lactis y E. faecalis. 
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5.2.3.4. Construcción de los vectores pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD y pAKmRFPGFP-
PKivD-PRmaF-RlrC 
El vector pAKmRFPGFP se empleó para evaluar la región promotora divergente 
que precede al gen kivD de L. lactis IFPL730 (Fig. 5.2. A). La región denominada PRmaF-
RlrC-PKivD, que contiene los promotores divergentes PRmaF-RlrC y PKivD se amplificó 
empleando ADN cromosómico de L. lactis IFPL730 y los cebadores específicos ForPKivD y 
RevPKivD, en los que se incorporó el sitio de restricción para BamHI (Tabla 5.2). El 
fragmento de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD de 0,28 kb y pAKmRFPGFP se 
digirieron con BamHI y se ligaron utilizando la enzima ADN ligasa de T4. El plásmido 
vector resultante de 8,9 kb, pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD (Fig. 5.1), se empleó para 
transformar E. coli DH5α. La correcta fusión de PRmaF-RlrC-PKivD con los genes que 
codifican para GFP y mRFP se confirmó mediante la secuenciación del plásmido 
pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD con los cebadores ForPKivD, RevPKivD, RevmRFP y RevGFP. 
Se verificó que la expresión de mRFP quedaba controlada por PKivD y la de GFP por 
PRmaF-RlrC. También se construyó el vector pAKmRFPGFP-PKivD-PRmaF-RlrC en el que la 
expresión de GFP quedaba controlada por PKivD y la de mRFP por PRmaF-RlrC (Fig. 5.2 A). 
La correcta fusión de ambos promotores al vector pAKmRFPGFP fue verificada 
mediante secuenciación de los plásmidos obtenidos utilizando los cebadores ForPKivD y 
RevPKivD. 
 
5.2.4. Caracterización de la regulación de la región promotora del gen 
kivD de L. lactis IFPL730 
 La caracterización de la regulación de la expresión de la región promotora del 
gen kivD de L. lactis IFPL730 se llevó a cabo mediante tres estrategias de fusión 
transcripcional al plásmido pAKmRFPGFP: (i) verificación de la fuerza y la actividad 
inducible y represora de los promotores PRmaF-RlrC y PKivD; (ii) evaluación del efecto de 
los genes reguladores rmaF y rlrC sobre la expresión de la región promotora; y (iii) 
evaluación de la modificación de las secuencias nucleotídicas de la caja CodY y de la 
estructura repetida inversa presentes en la región promotora (esquemas en Figs. 5.2 y 
5.3). 
Capítulo 5 
 
112 
 
 
 
Figura 5.2. Regiones de ADN de L. lactis IFPL730 amplificadas por PCR (línea de puntos) y fusionadas al 
vector pAKmRFPGFP para originar los vectores derivados (A, B y C). A: los vectores pAKmRFPGFP-PRmaF-
RlrC -PKivD y pAKmRFPGFP-PKivD -PRmaF-RlrC contienen solo la región promotora divergente. En pAKmRFPGFP-
PRmaF-RlrC la expresión de los genes mrfp y gfp está controlada por los promotores PKivD y PRmaF-RlrC, 
respectivamente, mientras que en pAKmRFPGFP-PKivD -PRmaF-RlrC la expresión de los genes mrfp y gfp está 
controlada por los promotores PRmaF-RlrC y PKivD, respectivamente. B: el vector pAKmRFPGFP-RMAF- PRmaF-
RlrC -PKivD contiene la región promotora divergente y el gen regulador rmaF. C: el vector pAKmRFPGFP-
RMAF-RLRC- PRmaF-RlrC -PKivD  contiene la región promotora divergente y los genes reguladores rmaF y rlrC. 
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Figura 5.3. Esquema de la región promotora divergente PRmaF-RlrC-PKivD de L. lactis IFPL730. Las regiones original (A) y modificadas (B, en la secuencia de la caja CodY; C, en la 
secuencia repetida inversa; y D, en las secuencias de la caja CodY y de la secuencia repetida inversa) fueron fusionadas al vector pAKmRFPGFP para originar los vectores 
derivados (A, pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC -PKivD; B, pAKmRFPGFP-(M1)PRmaF-RlrC -PKivD; C, pAKmRFPGFP-(M2)PRmaF-RlrC -PKivD; y D, pAKmRFPGFP-(M3)PRmaF-RlrC -PKivD). La dirección de 
transcripción de los promotores en esos vectores está representada con las flechas roja y verde (dirigida hacia la expresión de mrfp y gfp, respectivamente). 
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5.2.4.1. Verificación de la fuerza y la actividad inducible y represora de los 
promotores PRmaF-RlrC y PKivD 
 La diferente fuerza de los promotores PRmaF-RlrC y PKivD fue verificada mediante la 
comparación de los ratios de expresión de fluorescencia de GFP y mRFP durante el 
crecimiento (ratio RFU/DO480) de L. lactis MG1363 conteniendo los vectores 
pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD y pAKmRFPGFP-PKivD-PRmaF-RlrC (Fig. 5.2 A) en CDM sin 
isoleucina (condiciones inductoras) o con casitona (condiciones represoras).  
 
5.2.4.2. Evaluación del efecto de los genes reguladores rmaF y rlrC sobre la expresión 
de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD 
 El efecto de la presencia de los genes reguladores rmaF y rlrC sobre la 
regulación de la transcripción a partir de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD de L. lactis 
IFPL730 fue evaluada mediante comparación de la expresión de fluorescencia de GFP y 
mRFP durante el crecimiento de E. coli DH5α y L. lactis MG1363 conteniendo los 
vectores derivados de la fusión transcripcional del vector pAKmRFPGFP con (i) la región 
promotora PRmaF-RlrC-PKivD y el gen rmaF, originando el vector pAKmRFPGFP-RMAF-PRmaF-
RlrC-PKivD (Fig. 5.2 B); y (ii) la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD y los genes rlrC y rmaF, 
originando el vector pAKmRFPGFP-RLRC-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD (Fig. 5.2 C). Las regiones 
rmaF-PRmaF-RlrC-PKivD y rlrC-rmaF-PRmaF-RlrC-PKivD se amplificaron empleando ADN 
cromosómico de L. lactis IFPL730 con los cebadores y en las condiciones que figuran en 
la tabla 5.2. Tanto el vector pAKmRFPGFP como los fragmentos amplificados se 
digirieron con BamHI y se ligaron utilizando la enzima ADN ligasa de T4. Los plásmidos 
resultantes, pAKmRFPGFP-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD (9,3 kb) y pAKmRFPGFP-RLRC-RMAF-
PRmaF-RlrC-PKivD (10,2 kb) se emplearon para transformar E. coli DH5α. La correcta fusión 
con los genes que codifican para GFP y mRFP se confirmó mediante la secuenciación 
de los amplicones originados por PCR con los cebadores ForRmaF, ForRlrC, ForPKivD, 
RevPKivD, RevmRFP y RevGFP. Se verificó que la expresión de mRFP quedaba controlada 
por PKivD y la de GFP bien por PRmaF-RlrC y el regulador rmaF (Fig. 5.2 B), o bien, por PRmaF-
RlrC y los reguladores rlrC y rmaF (Fig. 5.2 C). Posteriormente, los plásmidos obtenidos 
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se utilizaron para transformar L. lactis MG1363, volviéndose a confirmar las 
construcciones mediante secuenciación.  
 
5.2.4.3. Evaluación de la modificación de las secuencias nucleotídicas de la caja CodY 
y de la estructura repetida inversa presentes en la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD 
 El efecto de la caja Cody y la estructura repetida inversa presentes en la región 
PRmaF-RlrC-PKivD sobre la regulación de la transcripción del gen kivD de L. lactis IFPL730 
fue evaluado mediante comparación de la expresión de fluorescencia de GFP y mRFP 
en E. coli DH5α y L. lactis MG1363 conteniendo los vectores derivados de la fusión 
transcripcional del vector pAKmRFPGFP con la región promotora que contenía 
mutaciones dirigidas en la secuencia de nucleótidos de la caja CodY y en la secuencia 
repetida inversa (Fig. 5.3). Para ello, se sintetizaron químicamente (GenScript) 3 
fragmentos de ADN equivalentes a la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD con 
modificaciones en la secuencia de nucleótidos. En la primera (M1), se modificó la 
secuencia de la caja CodY con el objetivo de anular el sitio de reconocimiento del 
regulador CodY (Fig. 5.3 B); en la segunda (M2), se modificó la secuencia repetida 
inversa (Fig. 5.3 C), para anular la repetición de secuencia; y en la tercera (M3), se 
combinaron ambas modificaciones (Fig. 5.3 D). En la síntesis de los 3 fragmentos se 
incorporó el sitio de restricción para BamHI en ambos extremos. Los fragmentos 
sintetizados y pAKmRFPGFP se digirieron con BamHI y se ligaron utilizando la enzima 
ADN ligasa de T4. Los vectores resultantes de 8,9 kb, pAKmRFPGFP-(M1)PRmaF-RlrC-PKivD, 
pAKmRFPGFP-(M2)PRmaF-RlrC-PKivD y pAKmRFPGFP-(M3)PRmaF-RlrC-PKivD (Fig. 5.3), se 
emplearon para transformar E. coli DH5α. La correcta fusión de las regiones 
promotoras PRmaF-RlrC-PKivD modificadas con los genes que codifican para GFP y mRFP, 
así como la secuencia de nucleótidos de los fragmentos mutados, fueron confirmados 
mediante la secuenciación de los plásmidos obtenidos con los cebadores ForPKivD, 
RevPKivD, RevmRFP y RevGFP. Posteriormente, los vectores obtenidos se utilizaron para 
transformar L. lactis MG1363, volviéndose a confirmar las construcciones mediante 
secuenciación.  
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5.2.5. Determinación simultánea de la expresión de fluorescencia de 
mRFP o mRFP/GFP y el crecimiento celular 
Todos los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado en microplacas estériles 
de 96 pocillos con tapa (Nunc), con un volumen de 300 µl de medio de cultivo por 
pocillo, usando un lector de microplacas automático (Varioskan Flash, Thermo Fisher 
Scientific). Las microplacas utilizadas tenían la particularidad de presentar en las 
paredes de cada pocillo un revestimiento con material opaco para permitir la 
determinación de fluorescencia y un fondo transparente, apto para las medidas de 
densidad óptica.  
Todas las cepas que contenían los vectores que expresaban mRFP o mRFP/GFP 
fueron crecidas en su medio específico (sección 5.2.1) a una densidad óptica a 480 nm 
(DO480) de 1. Las células fueron recogidas por centrifugación (4000 g, 10 min, 4 °C), 
lavadas dos veces, resuspendidas en solución salina (0,85%) e inoculadas (10%) en 
CDM sin riboflavina (pH 7.0). Las microplacas fueron incubadas a 30 °C para L. lactis y a 
37 °C para E. faecalis y E. coli y se tomaron simultáneamente, a intervalos de 1 h, 
medidas de densidad óptica (DO480), y de fluorescencia de mRFP (en aquellas estirpes 
con el vector pAKmRFP-PX), o de mRFP y GFP (en aquellas estirpes con el vector que 
presentaba los genes mrfp y gfp). Las condiciones de excitación y emisión de 
fluorescencia fueron de 587/612 nm para mRFP y de 488/511 para GFP, 
respectivamente. Los valores de emisión de fluorescencia de las estirpes portadoras de 
los vectores con las proteínas fluorescentes fueron corregidos con aquellos obtenidos 
de las estirpes isogénicas no portadoras de dichos vectores. Todos los ensayos se 
realizaron sobre muestras procedentes de 3 cultivos independientes. 
La expresión inducible y represora de los promotores PRmaF-RlrC y PKivD se 
determinó cuantificando la expresión simultánea de GFP y mRFP por medida de 
fluorescencia durante el crecimiento celular de L. lactis MG1363 conteniendo los 
vectores pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD y pAKmRFPGFP-PKivD-PRmaF-RlrC en CDM sin 
isoleucina (condiciones inductoras) o con casitona (condiciones represoras). Para 
establecer las diferencias de expresión entre GFP y mRFP se calcularon los ratios 
fluorescencia/DO480 (RFU/DO). 
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5.2.6. Detección de la expresión de las proteínas mRFP y GFP mediante 
microscopía de fluorescencia 
Para determinar la expresión de las proteínas fluorescentes mRFP y GFP en 
células individuales de las poblaciones bacterianas se procedió a su detección 
mediante microscopia de fluorescencia. Las estirpes se crecieron en CDM sin 
riboflavina. Muestras de 1 ml de los cultivos a una DO480 de 0,6 se centrifugaron y las 
bacterias sedimentadas fueron lavadas y resuspendidas en tampón PBS (10 mM 
Na2HPO4, 1mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 3 mM KCl), pH 8. Estas muestras se analizaron 
sin fijación previa utilizando un microscopio multiinvivo de óptica invertida, Leica 
AF6000 LX modelo DMI6000B (Leica Microsystems) equipado con una cámara 
monocroma Hamamatsu CCD C9100-02 (Leica Microsystems) con un objetivo ×100 y 
una apertura numérica de 1,6. La iluminación se realizó con una lámpara de mercurio 
de luz fluorescente de HG 100 W, utilizando un filtro de emisión para dejar pasar las 
luces roja y verde. El procesamiento de las imágenes se realizó utilizando el programa 
FRET (Leica Microsystems). 
Adicionalmente, se procedió a comparar la expresión de mRFP y GFP en 
cultivos de L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) crecidos en condiciones de 
represión y de inducción de la expresión de las proteínas fluorescentes. Así, L. lactis 
MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) fue crecido en un CDM con casitona 
(condiciones de represión) hasta una DO480 de 0,6. El cultivo fue dividido en dos 
subcultivos: el primero fue procesado para su análisis por microscopía como se ha 
descrito previamente; el segundo fue centrifugado y las células fueron resuspendidas 
en un CDM sin isoleucina (condiciones de inducción), y después de 12 y 20 horas de 
incubación a 30 °C, se tomaron muestras y fueron procesadas para su análisis por 
microscopía. 
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5.3. RESULTADOS 
 
5.3.1. Verificación de la expresión del gen sintético que codifica para 
mRFP en bacterias lácticas mediante la clonación bajo el promotor PX 
El vector pAKmRFP-PX, conteniendo el gen que codifica para la proteína 
autofluorescente mRFP bajo el control del promotor PX, se empleó para transformar E. 
coli DH5α. Se obtuvieron colonias de transformantes resistentes a eritromicina con una 
intensa coloración rojiza que verificaba la expresión de mRFP (resultados no 
mostrados). Para comprobar la utilidad de mRFP como marcador de clonación y 
expresión en bacterias lácticas, se transformaron L. lactis MG1363 y E. faecalis JH2-2 
con pAKmRFP-PX. La clonación de PX y expresión de mRFP en estas especies se observó 
visualmente por la coloración de las colonias transformantes con un color rojo intenso 
en L. lactis MG1363(pAKmRFP-PX) y asalmonado en E. faecalis JH2-2(pAKmRFP-PX) 
(resultados no mostrados). 
La determinación de expresión de fluorescencia de mRFP bajo el control del 
promotor PX durante el crecimiento celular se monitorizó en las estirpes E. coli DH5α, 
L. lactis MG1363 y E. faecalis JH2-2 (portadoras de pAKmRFP-PX) simultáneamente 
mediante espectrofluorimetría y espectrofotometría. La Fig. 5.4 (A, C y D) muestra los 
valores de fluorescencia roja (UFR) correspondientes a los resultados de emisión de 
fluorescencia de las estirpes E. coli DH5α(pAKmRFP-PX), L. lactis MG1363(pAKmRFP-PX) 
y E. faecalis JH2-2(pAKmRFP-PX) corregidos con los valores obtenidos de las estirpes 
isogénicas no portadoras de pAKmRFP-PX. En los tres casos, se observó que la 
expresión de fluorescencia evolucionaba de manera paralela al crecimiento de las 
estirpes. Además, la fluorescencia de la proteína mRFP permitió detectar las células de 
L. lactis, E. faecalis y E. coli portadoras de pAKmRFP-PX por microscopía de 
fluorescencia (Fig. 5.4 B, D y F). 
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Figura 5.4.Detección de fluorescencia roja en bacterias que contienen el vector pAKmRFP-PX. Emisión de 
fluorescencia roja (UFR, ♦) durante el crecimiento (DO480, ■) de E. coli DH5α(pAKmRFP-PX) (A), L. lactis 
MG1363(pAKmRFP-PX) (C) y E. faecalis JH2-2(pAKmRFP-PX) (E). Imágenes por microscopía de 
fluorescencia de células fluorescentes de E. coli DH5α(pAKmRFP-PX) (B), L. lactis MG1363(pAKmRFP-PX) 
(D) y E. faecalis JH2-2(pAKmRFP-PX) (F) que expresan la proteína fluorescente roja mRFP. 
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5.3.2. Identificación de estirpes de E. coli, L. lactis y E. faecalis que 
expresan simultáneamente los genes que codifican para mRFP y GFP 
mediante la clonación bajo la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD 
 Para evaluar la expresión simultánea de las fluorescencias de las proteínas GFP 
y mRFP como marcadores de clonación de regiones conteniendo promotores 
divergentes, se procedió a la clonación del vector pAKmRFPGFP con la región que 
precede al gen kivD de L. lactis IFPL730 (PRmaF-RlrC-PKivD). El vector resultante, 
pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD, se empleó para transformar E. coli DH5α. Se obtuvieron 
transformantes resistentes a eritromicina con una coloración marrón que evidenciaba 
la expresión simultánea de GFP y mRFP bajo el control de PRmaF-RlrC y PKivD, 
respectivamente, validando así la funcionalidad de los dos promotores, y que se 
diferenciaban claramente de la expresión sólo de mRFP o GFP (resultados no 
mostrados). El plásmido se utilizó para transformar L. lactis MG1363 y E. faecalis JH2-2 
en donde se verificó la funcionalidad del vector como marcador de clonación y 
expresión en bacterias lácticas de regiones promotoras divergentes. El carácter 
regulable de la región promotora en L. lactis (ver sección 5.3.3) resultó en una marcada 
expresión a partir de PKivD y, por tanto, en una mayor expresión de mRFP que se 
evidenció en una coloración más rojiza de las colonias de L. lactis 
MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) en comparación con las de E. faecalis JH2-
2(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) y E. coli DH5α(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (resultados 
no mostrados). 
La expresión simultánea de GFP y mRFP, se cuantificó por medida de 
fluorescencia durante el crecimiento celular de E. coli DH5α(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-
PKivD) (Fig. 5.5 A), L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (Fig. 5.5 B) y E. faecalis 
JH2-2(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (Fig. 5.5 C) en CDM sin riboflavina. La incorporación 
de glucosa al 0,5% y de tampón MOPS 0,19 M, que permite mantener el pH del cultivo 
alrededor de 7,0, evitó la pérdida de fluorescencia del fluoróforo procedente de GFP 
que se produce a valores de pH ácidos.  
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Figura 5.5. Detección de fluorescencia roja y verde en bacterias que contienen el vector pAKmRFPGFP-
PRmaF-RlrC-PKivD.. Emisión de fluorescencia roja (UFR, ♦) y fluorescencia verde (UFV, ●) durante el 
crecimiento (DO480, ■) de E. coli DH5α(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (A), L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-
PRmaF-RlrC-PKivD) (B) y E. faecalis JH2-2(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (C).  
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De igual forma que se había observado en las colonias crecidas en placas, la 
expresión de mRFP fue superior en L. lactis en relación a la observada en las otras dos 
especies, y siguió incrementando durante la fase estacionaria (Fig. 5.5 B). La expresión 
de fluorescencia por GFP y mRFP fue equivalente en E. coli DH5α(pAKmRFPGFP-PRmaF-
RlrC-PKivD) (Fig. 5.5 A), registrándose valores elevados en ambos casos desde el inicio del 
crecimiento. Esta característica corroboraba el color marrón de las colonias de esta 
estirpe de E. coli DH5α. Por otro lado, E. faecalis JH2-2(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) 
(Fig. 5.5 C) mostró mayores valores de expresión de GFP que de mRFP, observándose 
por tanto una coloración más verdosa de las colonias crecidas en placa (resultados no 
mostrados). En todos los casos se observó que la fluorescencia de GFP y mRFP 
evolucionaba de manera paralela al crecimiento de las estirpes. 
 
 
 
Figura 5.6. Detección de la expresión de las proteínas mRFP y GFP mediante microscopía de 
fluorescencia. Imágenes por microscopía de fluorescencia de células fluorescentes de E. coli 
DH5α(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (E. coli), L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (L. lactis) y E. 
faecalis JH2-2(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (E. faecalis), expresando las proteínas fluorescentes roja 
(mRFP) y verde (GFP). FV, fluorescencia verde; FR, fluorescencia roja; CF-FV-FR, contraste de fases entre 
FV y FR. 
 
E. coli
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FR
CF-FV-FR
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La fluorescencia de las proteínas mRFP y GFP permitió detectar las células de E. 
coli, L. lactis y E. faecalis, portadoras de pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD por microscopía 
de fluorescencia (Fig. 5.6). La superposición de las imágenes obtenidas con contraste 
de fase y con iluminación fluorescente para detectar los dos fluoróforos reveló que 
tanto en los cultivos de E. coli como en los de L. lactis y E. faecalis, la mayoría de las 
bacterias mostró fluorescencia debida a la expresión de las proteínas mRFP y GFP (Fig. 
5.6). 
 
5.3.3. Detección de la expresión inducible y represora de PRmaF-RlrC-PKivD y 
comparación de la fuerza de los promotores PRmaF-RlrC y PKivD mediante 
evaluación simultánea de fluorescencia procedente de GFP y mRFP en 
tiempo real durante el crecimiento de L. lactis  
Se había demostrado previamente que la expresión a partir de los promotores 
PKivD y PRmaF-RlrC en L. lactis IFPL730 está afectada por la presencia de aminoácidos 
ramificados y por el contenido en péptidos del medio de cultivo, probablemente 
debido a una regulación mediada por CodY (De la Plaza et al., 2009). En ese trabajo, los 
resultados mostraron que la isoleucina es el principal efector de la regulación, de tal 
manera que la ausencia de isoleucina impide la acción represora de CodY sobre los 
promotores. 
Para detectar la expresión inducible y represora de PRmaF-RlrC-PKivD, se cuantificó 
la expresión simultánea de GFP y mRFP por medida de fluorescencia durante el 
crecimiento celular de L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) en CDM con 
casitona (hidrolizado enzimático de caseína; condiciones represoras y equivalentes al 
crecimiento en M17; CDM-r) (Fig. 5.7 A) o se eliminó la isoleucina (condiciones 
inductoras; CDM-i) (Fig. 5.7 C). Para establecer las diferencias de expresión entre GFP y 
mRFP se calcularon los ratios fluorescencia/DO480 (RFU/DO). Al igual que se observó en 
la Fig. 5.5 B, la proporción de la expresión relativa de mRFP incrementaba durante la 
fase estacionaria, incremento que resultó ser exponencial en condiciones inductoras 
(Fig. 5.7 C). En condiciones represoras, el incremento de fluorescencia relativa de 
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mRFP fue marcadamente inferior (Fig. 5.7 A). Por otro lado, la expresión de GFP 
también fue superior en condiciones inductoras, aunque no se observó variación 
significativa en función de la fase de crecimiento.  
La hipótesis de que la mayor expresión de mRFP en L. lactis 
MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) se debía a la fuerza del promotor PKivD, en 
contraposición a que las diferencias de emisión de fluorescencia podrían ser debidas a 
la mayor sensibilidad al pH de GFP que mRFP (aunque el pH del cultivo se mantuvo 
estable entre 6,7-6,9 durante todo el tiempo de incubación), se demostró mediante la 
clonación de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD en el plásmido pAKmRFPGFP en el 
sentido contrario (Fig. 5.2 A), de tal manera que las expresiones de mRFP y GFP 
quedaran controladas por los promotores PRmaF-RlrC y PKivD, respectivamente. En base a 
esto, se llevó a cabo la cuantificación simultánea de la expresión de GFP y mRFP por 
medida de fluorescencia durante el crecimiento celular de L. lactis 
MG1363(pAKmRFPGFP-PKivD-PRmaF-RlrC) en condiciones represoras e inductoras (Fig. 5.7 
B y D, respectivamente). El crecimiento en condiciones inductoras de L. lactis dio lugar 
a un incremento de la expresión relativa de GFP, marcadamente superior que la de 
mRFP durante la fase estacionaria de crecimiento, y resultó en la obtención de 
colonias de L. lactis de color verde intenso (resultados no mostrados). Estos resultados 
confirman que las diferencias en la expresión de fluorescencia se debieron a la mayor 
fuerza del promotor PKivD.  
Adicionalmente, se procedió a comparar la expresión de mRFP y GFP en 
cultivos de L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) crecidos en condiciones de 
represión y de inducción mediante microscopía de fluorescencia. En la superposición 
de las imágenes obtenidas por microscopia de contraste de fases y de fluorescencia 
para detectar mRFP y mGFP se pudo apreciar que las bacterias crecidas en condiciones 
de represión mostraron tan sólo bajos niveles de expresión de la mRFP, mientras que 
después de 12 y 20 h de inducción se observó una prevalencia de la expresión de mRFP 
detectándose una coloración marrón de las bacterias. 
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Figura 5.7. Detección de la expresión inducible y represora de los promotores PKivD y PRmaF-RlrC. Ratio de 
expresión (RFU/DO) de fluorescencia roja (línea roja) y fluorescencia verde (línea verde) durante el 
crecimiento de L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) (A y C) y L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-
PKivD-PRmaF-RlrC) (B y D) en medio químicamente definido (CDM) que contiene casitona (condiciones 
represoras) (CDM-r) y en CDM en ausencia de isoleucina (condiciones inductoras) (CDM-i).  
 
 
 
 
Figura 5.8. Detección de la expresión inducible y represora de los promotores PKivD y PRmaF-RlrC mediante 
microscopía de contraste de fases. Se muestra la expresión de las proteínas mRFP y GFP mediante 
microscopía de contraste de fases en L. lactis MG1363(pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD) crecido en (A) en 
medio químicamente definido (CDM) que contiene casitona (condiciones represoras) (CDM-r), (B) en 
CDM en ausencia de isoleucina (condiciones inductoras) (CDM-i) a las 12 h de crecimiento y (C) en CDM-i 
a las 20 h de crecimiento.  
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5.3.4. Efecto de los genes reguladores rmaF y rlrC sobre la expresión de 
la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD mediante evaluación simultánea de 
fluorescencia procedente de GFP y mRFP en tiempo real durante el 
crecimiento de L. lactis  
Con objeto de evaluar el efecto de la presencia de los genes reguladores rmaF y 
rlrC sobre la transcripción a partir de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD de L. lactis 
IFPL730, se compararon los ratios RFU/DO de la expresión simultánea de GFP y mRFP 
durante el crecimiento en CDM de E. coli DH5α y L. lactis MG1363 conteniendo los 
vectores pAKmRFPGFP-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD (Fig. 5.2 B) y pAKmRFPGFP-RLRC-RMAF-
PRmaF-RlrC-PKivD (Fig. 5.2 C) con los ratios obtenidos por esas estirpes conteniendo el 
vector sin genes reguladores (pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD). Los resultados se muestran 
en la figura 5.9.  
Los resultados mostraron que tanto la presencia de un solo gen (rmaF) como de 
ambos genes reguladores (rmaF y rlrC) provocaron, en comparación con la ausencia de 
esos genes, una menor expresión de mRFP bajo la acción del promotor PKivD durante el 
crecimiento en CDM de E. coli y L. lactis (Fig. 5.9 A y C). Sin embargo, el ratio de 
expresión de GFP (expresión del promotor PRmaF-RlrC) presentó un perfil diferente según 
la especie. Se observó un aumento de expresión de GFP (cercana al doble) en L. lactis 
MG1363 conteniendo únicamente el gen rmaF (Fig. 5.9 B), mientras que en E. coli no 
se observaron cambios de expresión de GFP al incluir la expresión del gen rmaF (Fig. 
5.9 D). Cuando se compararon los ratios de expresión obtenidos entre mRFP y GFP 
para cada una de las tres condiciones (ausencia de genes reguladores, presencia de 
rmaF y presencia de rlrC y rmaF) en ambas estirpes, se observó que los ratios en E. coli 
eran similares, probablemente consecuencia del comportamiento constitutivo de los 
promotores PRmaF-RlrC y PKivD en esta especie. Por el contrario, los ratios obtenidos al 
comparar la expresión entre mRFP y GFP en L. lactis mostraron en todos los casos que 
la expresión de mRFP fue superior que la de GFP, es decir, que la actividad promotora 
de PKivD fue superior que la de PRmaF-RlrC, aunque esta diferencia, a la vista de los 
resultados obtenidos, no podría explicarse por el efecto de los genes reguladores rlrC y 
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rmaF. No obstante, en términos de expresión relativa de GFP, el gen rmaF provocó una 
regulación positiva sobre el promotor PRmaF-RlrC. 
 
 
Figura 5.9. Efecto de los genes reguladores rmaF y rlrC sobre la expresión de la región promotora PRmaF-
RlrC-PKivD. Ratios de expresión de fluorescencia (RFU/DO) de mRFP y GFP durante el crecimiento en medio 
químicamente definido de L. lactis MG1363 (A y B) y E. coli DH5α (C y D) conteniendo los vectores 
pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD (1), pAKmRFPGFP-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD (2) y pAKmRFPGFP-RLRC-RMAF-PRmaF-
RlrC-PKivD (3). 
 
 Adicionalmente, para comprobar si el contenido en péptidos y aminoácidos en 
el medio de crecimiento tenía un efecto regulador sobre la expresión de la región 
promotora y en presencia de los genes reguladores, se creció a L. lactis MG1363 
conteniendo los vectores pAKmRFPGFP-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD y pAKmRFPGFP-RLRC-
RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD en condiciones de inducción (CDM sin isoleucina) y de represión 
(CDM con casitona). La expresión de GFP y mRFP obtenida en L. lactis en estas 
condiciones se comparó con las obtenidas durante el crecimiento en CDM (Fig. 5.10). 
Al igual que se observó para L. lactis MG1363 pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD (Fig. 5.7 A y 
C), la expresión de mRFP y GFP incrementó en las condiciones inductoras y algo 
inferior para las condiciones represoras, al comparar con las condiciones de 
crecimiento en CDM. La expresión de GFP fue de nuevo mayor en presencia del gen 
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rmaF y en condiciones inductoras, mientras que la expresión adicional del gen rlcC 
causó un descenso de expresión de GFP en todas las condiciones de crecimiento. 
 
 
Figura 5.10. Efecto del contenido de aminoácidos y péptidos sobre la expresión de la región promotora 
PRmaF-RlrC-PKivD y los genes reguladores rmaF y rlrC. Ratios de expresión de fluorescencia (RFU/DO) de 
mRFP y GFP durante el crecimiento de L. lactis MG1363 conteniendo los vectores pAKmRFPGFP-RMAF-
PRmaF-RlrC-PKivD (A y B) y pAKmRFPGFP-RLRC-RMAF-PRmaF-RlrC-PKivD (C y D). CDM, medio químicamente 
definido; CDM-i, CDM sin isoleucina (condiciones de inducción); CDM-r, CDM con casitona (condiciones 
de represión). 
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5.3.5. Efecto de la modificación de las secuencias nucleotídicas de la caja 
CodY y de la estructura repetida inversa presentes en la región 
promotora PRmaF-RlrC-PKivD sobre la expresión de GFP y mRFP en tiempo 
real durante el crecimiento de L. lactis  
El efecto de la modificación de las secuencias nucleotídicas (Fig. 5.3) de la 
presunta caja CodY y de la estructura repetida inversa, presentes en la región 
promotora divergente PRmaF-RlrC-PKivD sobre la regulación de la transcripción del gen 
kivD de L. lactis IFPL730, fue evaluado mediante la comparación de los ratios (RFU/DO) 
de expresión simultánea de fluorescencia de GFP y mRFP en E. coli DH5α y L. lactis 
MG1363 conteniendo los vectores derivados de la fusión transcripcional del vector 
pAKmRFPGFP con la región promotora con modificaciones en la secuencia de 
nucleótidos. Los ratios de expresión de GFP y mRFP obtenidos por esas estirpes 
conteniendo las regiones modificadas fueron comparados con aquellos obtenidos por 
las mismas estirpes con la región promotora original PRmaF-RlrC-PKivD. 
 Al comparar los resultados obtenidos con la región promotora original (Fig. 
5.11), se observó que las tres mutaciones llevadas a cabo en PRmaF-RlrC-PKivD afectaron 
negativamente a la expresión relativa de mRFP, siendo este efecto más acusado en L. 
lactis MG1363 que en E.coli DH5α. La mutación llevada a cabo sobre la secuencia 
nucleotídica de la caja CodY repercutió en L. lactis MG1363 en una marcada reducción 
de la expresión de mRFP, a la vez que en un incremento de la expresión de GFP, ambos 
resultados comparados con los obtenidos con la secuencia sin mutar. Es decir, la 
mutación de la secuencia de la caja CodY reprimió la actividad del promotor PKivD y 
activó (o impidió la represión de) la expresión del promotor PRmaF-RlrC. Resultados 
equivalentes se obtuvieron con E.coli DH5α, aunque las diferencias en expresión 
fueron menores.  
Por otro lado, las modificaciones en la secuencia repetida inversa provocaron 
prácticamente la nula actividad de los promotores PRmaF-RlrC y PKivD en L. lactis. Este 
efecto fue menos evidente en E. coli, donde se observaron resultados equivalentes a la 
fluorescencia observada cuando la región promotora no estaba mutada.  
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La mutación conjunta en las secuencias de la presunta caja CodY y en la 
secuencia repetida inversa se tradujo en una ausencia de actividad de los promotores 
en ambas especies, a la vista de la nula o mínima expresión de mRFP y GFP en L. lactis 
y E. coli. 
 
 
Figura 5.11. Efecto de la modificación de las secuencias nucleotídicas de la caja CodY y de la estructura 
repetida inversa presentes en la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD. Ratios de expresión de fluorescencia 
(RFU/DO) de mRFP y GFP durante el crecimiento en medio químicamente definido de L. lactis MG1363 
(A y B) y E. coli DH5α (C y D) conteniendo los vectores pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD (región original) (0), 
pAKmRFPGFP-(M1)PRmaF-RlrC-PKivD (caja CodY mutada) (1), pAKmRFPGFP-(M2)PRmaF-RlrC-PKivD (secuencia 
repetida inversa mutada) (2) y pAKmRFPGFP-(M3)PRmaF-RlrC-PKivD (caja CodY y secuencia repetida inversa 
mutadas) (3). 
 
 Con objeto de comprobar si el contenido en péptidos y aminoácidos en el 
medio de crecimiento seguía teniendo un efecto regulador sobre la expresión de la 
región promotora con modificaciones en la caja CodY, se creció a L. lactis 
MG1363[pAKmRFPGFP-(M1)PRmaF-RlrC-PKivD] en condiciones de inducción (CDM sin 
isoleucina) y de represión (CDM con casitona). Los ratios de expresión de GFP y mRFP 
obtenidos durante el crecimiento fueron comparados con los obtenidos en 
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condiciones normales de crecimiento en CDM (Fig. 5.12). La expresión de mRFP 
incrementó en condiciones inductoras y se redujo ligeramente en condiciones 
represoras, aunque los valores de fluorescencia fueron marcadamente inferiores a los 
observados para la región promotora intacta (Fig. 5.7 A y C). La expresión de GFP se 
mantuvo relativamente elevada en condiciones represoras, pareciendo verse menos 
afectada la expresión del promotor PRmaF-RlrC por las condiciones de crecimiento al 
mutar la presunta caja CodY 
 
 
Figura 5.12. Efecto del contenido de aminoácidos y péptidos sobre la expresión de la región promotora 
PRmaF-RlrC-PKivD con modificaciones en la secuencia nucleotídica de la caja CodY. Ratios de expresión de 
fluorescencia (RFU/DO) de mRFP (A) y GFP (B) durante el crecimiento de L. lactis MG1363 conteniendo 
el vector pAKmRFPGFP-(M1)PRmaF-RlrC-PKivD. CDM, medio químicamente definido; CDM-i, CDM sin 
isoleucina (condiciones de inducción); CDM-r, CDM con casitona (condiciones de represión). 
 
 
5.4. DISCUSIÓN 
 
5.4.1. Empleo de vectores de fusión transcripcional con mRFP y GFP 
como marcadores de expresión 
 El uso de proteínas autofluorescentes con espectros de excitación y emisión 
suficientemente separados en una misma célula ha permitido evaluar 
simultáneamente aspectos biológicos in situ, tales como expresión génica o procesos 
metabólicos bacterianos (Larrainzar et al., 2005). Los espectros de excitación y emisión 
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de GFP y mRFP no solapan entre sí, lo que hace posible su detección en numerosas 
aplicaciones biológicas (Tecon et al., 2009). La proteína GFP es el marcador biológico 
más utilizado en biotecnología y ha sido optimizada para su empleo en diferentes 
organismos (Patterson et al., 1997). Por otro lado, la proteína fluorescente roja ha sido 
utilizada exitosamente en estudios recientes (Malone et al., 2009; Lagendijk et al., 
2010). Además, en el presente trabajo se ha empleado el gen que codifica la proteína 
autofluorescente roja mCherry (mRFP) cuya secuencia nucleotídica ha sido optimizada 
en codones para su expresión en bacterias lácticas. 
 Los vectores de fusión transcripcional desarrollados en este trabajo contienen 
el gen mrfp (pAKmRFP) o los genes mrfp y gfp en orientación divergente 
(pAKmRFPGFP). Es importante remarcar que esos vectores incluyen un origen de 
replicación funcional en L. lactis y E. faecalis (replicón pCT1138), así como otro para E. 
coli (replicón p15A). Además, contienen una región de clonación múltiple con al menos 
un sitio de restricción para la inserción de fragmentos de ADN, y el gen ermC (que 
codifica para una proteína de resistencia a la eritromicina) como marcador para la 
selección de transformantes. Por lo tanto, los plásmidos vectores pAKmRFP y 
pAKmRFPGFP pueden ser utilizados para caracterizar promotores uni- y bidireccionales 
o divergentes, respectivamente, tanto en L. lactis y E. faecalis como en E. coli. Para 
corroborar esta afirmación, se emplearon el promotor silvestre PX del operón malXCD 
de S. pneumoniae R61 (Nieto et al., 2001) y la región promotora anterior al gen kivD de 
L. lactis IFPL730 (De la Plaza et al., 2009) para evaluar a tiempo real la expresión de 
GFP y mRFP durante el crecimiento de L. lactis MG1363, E. faecalis JH2-2 and E. coli 
DH5α conteniendo esos plásmidos vectores. La expresión de mRFP en clones 
conteniendo el vector pAKmRFP-PX fue fácilmente detectada por la coloración 
adquirida tanto en las placas de agar como en las preparaciones microscópicas 
utilizadas en los ensayos de adhesión a células humanas. Esto, unido al hecho de que 
mRFP evolucionara en paralelo al crecimiento en las tres estirpes, confirmó que mRFP 
es un excelente marcador de expresión. Por otro lado, la región promotora que 
comprende los promotores divergentes PKivD y PRmaF-RlrC sirvió para demostrar la aptitud 
de pAKmRFPGFP como vector de fusión transcripcional para promotores 
bidireccionales o divergentes. En este sentido, los resultados de fluorescencia 
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obtenidos para GFP y mRFP durante el crecimiento de L. lactis MG1363, E. faecalis JH2-
2 y E. coli DH5α, conteniendo el vector pAKmRFPGFP-PRmaF-RlrC-PKivD, fueron 
heterogéneos (Fig. 5.6), a la vista de las diferencias de expresión encontradas entre 
GFP y mRFP. Esto sugiere que la región PRmaF-RlrC-PKivD tiene un comportamiento 
constitutivo en E. coli y regulable en L. lactis y E. faecalis. Además, los resultados de 
expresión espectrofluorométricos y microscópicos de GFP y mRFP correlacionaron con 
las coloraciones obtenidas por las colonias en placa. 
 Hasta el momento, ningún vector de expresión para bacterias Gram-positivas 
conteniendo la proteína mRFP como marcador está disponible comercialmente. Por 
otro lado, en la mayoría de trabajos donde se han caracterizado promotores 
bidireccionales o divergentes, se han usado como marcadores genes que codificaban 
para actividades enzimáticas o la combinación de estos con GFP (Parry et al., 1994; 
Jiwaji et al., 2008; Zhang et al., 2008; Partow et al., 2010). En esos estudios, la 
evaluación de las actividades enzimáticas fue evaluada de forma discontinua y no 
simultánea con el crecimiento, suponiendo una desventaja respecto a lo descrito en el 
presente trabajo.  
 
5.4.2. Caracterización de la regulación de la región promotora del gen 
kivD de L. lactis IFPL730 
 El gen kivD codifica para una enzima clave en L. lactis implicada en la formación 
de aldehídos a partir de aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) (De la Plaza et al., 
2004; Smit et al., 2005a; Yvon, 2006). Esta enzima es poco frecuente en bacterias 
lácticas (De la Plaza et al., 2006) y su presencia en L. lactis se ha asociado a cepas de 
origen no lácteo (Smit et al., 2004a). De la Plaza et al. (2004) caracterizaron la enzima 
KivD de L. lactis IFPL730, y De la Plaza et al. (2009) revelaron algunos aspectos de la 
expresión de su gen codificante kivD, mostrando que su transcripción era regulada por 
el nivel de isoleucina y péptidos contenidos en el medio de crecimiento, 
probablemente en un proceso mediado por el regulador del metabolismo del 
nitrógeno CodY. En el presente trabajo se ha profundizado en el estudio de la 
caracterización de los mecanismos genéticos relacionados con la regulación de la 
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región promotora del gen kivD de L. lactis IFPL730. Para ello, se empleó la estrategia 
de fusión transcripcional de esa región al vector pAKmRFPGFP con las proteínas 
fluorescentes GFP y mRFP como marcadores de expresión en L. lactis y en un 
organismo heterólogo para esa región como E. coli. 
 La región anterior del gen kivD de L. lactis IFPL730 posee dos promotores con 
polaridad divergente, uno (PKivD) en dirección al gen kivD y el otro (PRmaF-RlrC) en la 
dirección opuesta delante de un operón compuesto por los genes rmaF y rlrC. Este 
estudio ha demostrado que la fuerza del promotor PKivD en L. lactis es superior a la de 
PRmaF-RlrC, al observarse una mayor expresión de mRFP durante el crecimiento de L. 
lactis MG1363 conteniendo el plásmido con la región promotora pAKmRFPGFP-PRmaF-
RlrC-PKivD. Este hecho se reafirmó mediante la clonación de la región promotora PRmaF-
RlrC-PKivD en el plásmido pAKmRFPGFP en el sentido contrario, quedando la expresión 
de GFP controlada por PKivD y obteniendo unos resultados equivalentes a los hallados 
con mRFP controlada por PKivD. Esto sirvió además para comprobar que la expresión 
diferencial encontrada entre mRFP y GFP no se debía a la mayor sensibilidad al pH que 
presenta GFP (Fernández de Palencia et al., 2000).  
Cuando se analizaron condiciones del crecimiento inductoras (ausencia de 
isoleucina) y represoras (aminoácidos sustituidos por casitona) sobre la región 
promotora en L. lactis se encontraron diferencias en la expresión de las proteínas 
fluorescentes. Así, la ausencia de isoleucina provocó una inducción de la región 
promotora PRmaF-RlrC-PKivD y una represión por el contenido en péptidos en el medio. 
Esto concuerda con los resultados de expresión del gen kivD y de actividad α-cetoácido 
decarboxilasa encontrados por De la Plaza et al. (2009) en L. lactis IFPL730 crecido en 
esas condiciones. 
Se ha demostrado que las proteínas reguladoras RmaF y RlrC, cuyos genes 
codificantes rmaF y rlrC están situados en la dirección opuesta al gen kivD están 
implicadas en la regulación de la expresión de la región promotora PRmaF-RlrC-PKivD en L. 
lactis. Las dos proteinas estarían implicadas en una regulación negativa del promotor 
PKivD, dado que la expresión de mRFP fue marcadamente menor, mientras que la 
proteína RmaF participaría en la activación del promotor PRmaF-RlrC. El significado 
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biológico de estas observaciones podría ser que L. lactis reduzca la expresión de kivD, a 
conveniencia por reajustes en el metabolismo de aminoácidos, en proporción al 
aumento de la expresión de los genes reguladores. Además, RmaF y RlrC 
autoregularían su propia síntesis para, a su vez, regular a kivD. Para determinar si en la 
regulación por RmaF y RlrC estaba implicado el contenido de aminoácidos y péptidos 
en el medio de crecimiento, se analizó la expresión de los marcadores fluorescentes en 
condiciones de inducción y represión. No se encontraron evidencias que confirmaran 
la influencia del contenido nitrogenado en el medio sobre la regulación por RmaF y 
RlrC, al encontrarse el mismo perfil de inducción y represión observado con la región 
promotora sin genes reguladores. Varios estudios han mostrado en L. lactis el hecho 
de que una proteína reguladora necesita de un estímulo celular para su actuación. Se 
ha mostrado que el regulador CodY actúa en respuesta al cúmulo de BCAAs (Den 
Hengst et al., 2005b; Guedon et al., 2005). Golic et al. (2005) mostraron que la 
proteína CmbR, de la familia de reguladores LysR (al igual que RlrC), necesitaba la 
estimulación de O-acetil-L-serina para la activación del operón metC-cysK relacionado 
con el metabolismo de aminoácidos azufrados. Por otro lado, el regulador GlnR era 
activado en respuesta al contenido extracelular de amonio y glutamina (Larsen et al., 
2006). En nuestro caso, es probable que el mecanismo de regulación por RmaF y RlrC 
responda a otros estímulos celulares distintos a los ensayados.  
El análisis detallado de la secuencia nucleotídica de la región promotora PRmaF-
RlrC-PKivD refleja la presencia de una secuencia de reconocimiento para la unión con el 
regulador CodY (caja CodY) entre las regiones -10 y -35, además de una secuencia 
repetida inversa cerca de la región -35. Las mutaciones realizadas sobre la secuencia 
nucleotídica de la caja CodY y la secuencia repetida inversa provocó tanto en L. lactis 
como E. coli, una inhibición de la actividad del promotor PKivD, lo que demuestra que 
estas estructuras son necesarias para la óptima expresión del gen kivD. Al estudiar las 
mutaciones por separado, se observó que la mutación de la secuencia de la caja CodY 
reprimió la actividad del promotor PKivD y activó la del promotor PRmaF-RlrC. Las 
modificaciones en la caja CodY presumiblemente modificara la aptitud de los 
promotores para su expresión. Por otro lado, los cambios en la secuencia repetida 
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inversa provocaron un descenso en la actividad de ambos promotores ( PRmaF-RlrC y 
PKivD), siendo marcadamente superior en L. lactis que en E. coli.  
 La presencia de una caja CodY en la región anterior de un gen implica que el 
regulador CodY pueda unirse a esa región afín y ejercer su actividad represora en 
respuesta al contenido en BCAAs (Den Hengst et al., 2005b). En base a esto, era 
esperado que las condiciones tanto de inducción (ausencia de isoleucina en el medio 
de crecimiento) como de represión (presencia de casitona en el medio de crecimiento) 
no afectaran a la expresión de la región promotora que presentaba mutaciones en la 
secuencia de reconomimiento del regulador CodY. Los resultados obtenidos 
demostraron que a pesar de anular el sitio de reconocimiento de CodY, el contenido 
de aminoácidos y péptidos continuaba afectando a la expresión de los promotores. 
Algunos estudios en Bacillus subtilis han mostrado diferentes sitios de unión para CodY 
en regiones promotoras (Slack et al., 1995; Serror y Sonenshein, 1996), pudiéndose 
unir a regiones con un bajo nivel de afinidad (Joseph et al., 2005). Además, se observó 
en L. lactis que CodY podía unirse a múltiples sitios en las regiones promotoras de los 
genes gltA, serC y del propio gen codY, aparte de en la propia caja CodY (Den Hengst et 
al., 2005b). La secuencia repetida inversa de la región PRmaF-RlrC-PKivD, además de ser 
necesaria para la expresión del gen kivD, podría estar implicada en la regulación 
mediada por CodY, en concordancia con lo encontrado por varios autores (Marugg et 
al., 1996; Gajic, 2003). En esos trabajos, se llevaron a cabo análisis de expresión con 
mutaciones en la región situada entre los genes prtP y prtM, que codifican para 
proteinasas, en L. lactis SK11. Se encontró que tanto la presencia de una caja CodY 
como de una secuencia repetida inversa en esa región eran necesarias para la 
regulación de la actividad del promotor dependiente del contenido en péptidos y 
aminoácidos. Además, en B. subtilis se propuso que CodY podría reconocer y unirse a 
estructuras de ADN ricas en A+T (Serror y Sonenshein, 1996), como la secuencia 
repetida inversa presente en la región PRmaF-RlrC-PKivD. Por todo ello, y teniendo en 
cuenta los resultados encontrados, la regulación del gen kivD de L. lactis IFPL730 
mediada por CodY sería dependiente tanto del contenido en BCAAs en el medio de 
crecimiento como de la presencia de la estructura repetida inversa. 
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5.5. CONCLUSIONES FINALES DEL CAPÍTULO 
 La novedad científica de este trabajo radica en que por primera vez se muestra 
la construcción de vectores de expresión conteniendo dos proteínas autofluorescentes 
que pueden ser usados para caracterizar promotores divergentes en bacterias lácticas. 
Aunque esos vectores sean útiles herramientas de clonaje, en tanto que pueden ser 
propagados en E. coli, han sido especialmente diseñados para estudiar la expresión 
génica y su regulación en L. lactis. La construcción de estos vectores nos ha permitido 
evaluar los mecanismos de regulación transcripcional que tienen lugar a partir de la 
región promotora compuesta por los promotores PKivD y PRmaF-RlrC y de las proteínas 
reguladoras RmaF y RlrC. Por un lado, la acción conjunta de RmaF y RlrC reprime la 
expresión de la región promotora, aunque el mecanismo de regulación es 
independiente del contenido en aminoácidos y péptidos en el medio de crecimiento. 
Por otro lado, tanto la presencia de una caja CodY como de una secuencia repetida 
inversa en la región promotora están implicadas en la regulación mediada por CodY, y 
son además indispensables para la expresión del gen kivD en L. lactis.  
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PRIMERA. 
La carencia o ausencia de aminoácidos de cadena ramificada (BCAAs) en el 
medio de crecimiento de Lactococcus lactis IFPL730 provoca un aumento de la 
expresión de genes relacionados con el catabolismo de aminoácidos y formación de 
compuestos volátiles (araT, bcaT, kivD, ytjE y panE), probablemente asociado al 
mecanismo de regulación mediado por el regulador global del metabolismo del 
nitrógeno CodY. Los genes bcaT y kivD presentaron la mayor expresión relativa en 
ausencia de isoleucina y carencia de valina. 
 
SEGUNDA. 
El contenido en BCAAs en el medio de crecimiento determina cambios en el 
perfil de compuestos volátiles generados por L. lactis IFPL730, en parte, por 
consecuencia directa de los cambios ocurridos en la expresión génica. El aumento de 
expresión de los genes bcaT y kivD en ausencia de isoleucina o carencia de valina se 
reflejó en un aumento en la formación de los compuestos 3-metilbutanal y 3-
metilbutanol. 
 
TERCERA. 
El análisis por hibridación genómica comparativa (CGH) mostró la variabilidad 
genética existente entre L. lactis IFPL730, L. lactis IL1403 y L. cremoris SK11, revelando 
una diversidad de regiones codificantes y regiones intergénicas. Además, con el 
análisis de la identidad de secuencia se comprobó que el genoma de L. lactis IFPL730 
está más próximo al de L. lactis IL1403 que al de L. cremoris SK11. 
 
CUARTA. 
Se ha mostrado la respuesta transcriptómica de dos cepas de L. lactis (IL1403 e 
IFPL730) a la carencia de isoleucina sobre ciertas rutas del metabolismo de 
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aminoácidos. Por un lado, se ha observado una amplia variabilidad en la expresión de 
genes implicados en la hidrólisis de péptidos y el transporte de péptidos y aminoácidos 
en respuesta a la ausencia de isoleucina. Por otro lado, se ha demostrado la diferente 
expresión entre las dos estirpes de L. lactis estudiadas de genes implicados en la 
biosíntesis de isoleucina ante la falta de este aminoácido en el medio de crecimiento y 
en diferentes estados celulares.  
 
QUINTA. 
Se ha observado que existe un mecanismo complejo de regulación participando 
en la respuesta de L. lactis frente a la carencia de isoleucina, implicando a varios 
reguladores como CodY y CcpA y conectando el metabolismo del nitrógeno y del 
carbono.  
 
SEXTA. 
Se ha construido por primera un vector de expresión que contiene dos 
proteínas autofluorescentes (mRFP y GFP) que puede ser usado para caracterizar 
regiones promotoras divergentes en bacterias lácticas. Este vector ha sido 
especialmente diseñado para estudiar la expresión génica y su regulación en L. lactis. 
 
SÉPTIMA. 
Los genes reguladores RmaF y RlrC reprimen la expresión de la región 
promotora del gen kivD de L. lactis IFPL730. Su mecanismo de regulación es 
independiente del contenido en aminoácidos y péptidos en el medio de crecimiento. 
Tanto la presencia de una secuencia de reconocimiento para la unión con el regulador 
CodY (caja CodY) entre las regiones -10 y -35 del promotor PKivD, como la de una 
secuencia repetida inversa cerca de la región -35 del promotor PRmaF-RlrC son necesarias 
para la expresión del gen kivD. Ambas estructuras están implicadas en la regulación 
mediada por CodY y el contenido en BCAAs en el medio de crecimiento. 
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